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Alfabetyczny wykaz skrótów 
AA – kwas askorbinowy 
AAPH – 2,2`- azobis(2-amidynopropan)  
ABTS•+ – 2,2-azynobis-(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonian) 
AMVN – 2,2`-azobis(2,4-dimetylowaleronitryl)  
APCI – jonizacja chemiczna pod ciśnieniem atmosferycznym  
ATP – adenozyno-5’-trifosforan 
BHT – butylohydroksytoluen 
CAT – katalaza 
CBA – metoda oparta na blaknięciu krocyny 
CE – energia kolizyjna 
CUPRAC – metoda oparta na redukcji kompleksu neokuproiny z jonami Cu(II) 
CV – woltamperometria cykliczna 
Cz. d. a. – czysty do analizy (określenie stosowane do odczynników chemicznych) 
DPPH• – 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl 
EC50 – stężenie antyutleniacza niezbędne do neutralizacji 50% wolnych rodników ze 
środowiska  
Epik – epikatechina 
ESI – elektrorozpylanie w polu elektrycznym 
ET – przeniesienie elektronu 
FAAS – atomowa spektrometria absorpcyjna z atomizacją w płomieniu 
FC – Folin-Ciocalteu 
FRAP – metoda oparta na redukcji kompleksu Fe(III)-TPTZ 
G.O. – granica oznaczalności 
GA – kwas galusowy 
GAE – równoważnik kwasu galusowego, wyznaczony ze stosunku współczynników 
nachylenia krzywej wybranego związku do nachylenia krzywej dla kwasu galusowego  
w danej metodzie 
GSHPx – peroksydaza glutationowa 
HAT – przeniesienie atomu wodoru 
ICP-MS – spektrometria mas z plazmą indukcyjnie sprzężoną 
Kat – katechina  
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LDL – frakcja lipoprotein o niskiej gęstości 
m/z – stosunek masy do ładunku jonu 
M:L – stosunek molowy jonu metalu do ligandu w kompleksie 
MPO – mieloperoksydaza 
NADPH – kation fosforanowy dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADH) 
Ng – naringina 
Ngn – naringenina  
ORAC – metoda fluorescencyjna pomiaru zdolności antyutleniających, oparta na pomiarze 
procesu neutralizacji rodników peroksylowych 
Q – kwercetyna  
RFT – reaktywne formy tlenu 
R-PE – R-fikoerytryna 
RU – rutna  
SOD – dysmutazy ponadtlenkowe 
SPE – ekstrakcja do fazy stałej 
TEAC – parametr określający zdolności antyutleniające w metodzie ABTS, w jednostkach 
stężenia troloksu na masę lub objętość próbki 
TOF – analizator czasu przelotu  
TR – troloks, rozpuszczalny w wodzie analog witaminy E 
TRAP – (Total Radical-trapping Antioxidant Potential) metoda, w której analizuje się spadek 
fluorescencji białka R-fikoerytryny (R-PE) 
 
W pracy używane są zamiennie:  
metoda DPPH – metoda z rodnikiem DPPH• 
metoda ABTS – metoda z kationorodnikiem ABTS•+ 
Metoda FC – metoda Folina – Ciocalteu, oparta na redukcji odczynnika FC 
µM – µmol/L  
mM – mmol/L 
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Wstęp i cele pracy 
 
W ciągu ostatniego wieku diametralnie zmienił się świat i sposób funkcjonowania w nim 
człowieka. Rozwój nowych technologii w przemyśle doprowadził do pogorszenia jakości 
powietrza i żywności w wielu miejscach na świecie. Zaobserwowano też znaczący wzrost 
zachorowalności na tzw. choroby cywilizacyjne. W świetle obecnej wiedzy dieta bogata  
w antyutleniacze stanowi jedno z najbardziej obiecujących rozwiązań z punktu widzenia 
profilaktyki zdrowia. Nadmiar wolnych rodników w organizmie jest przyczyną wielu chorób. 
Odpowiedzialne są one za mutacje genetyczne, choroby układu krążenia, choroby 
nowotworowe, a także procesy starzenia się organizmów. Związki o właściwościach 
antyutleniających neutralizują wolne rodniki, a także chelatują jony metali przejściowych, 
hamując reakcje tworzenia rodników.  
W literaturze zaproponowanych zostało kilkanaście metod pomiaru aktywności 
antyutleniajacej próbek żywności. Niektóre z nich oparte są na reakcji neutralizacji 
syntetycznych wolnych rodników, a niektóre na właściwościach redukujących związków  
o charakterze antyutleniaczy. W ciągu ostatniej dekady, ze względu na coraz większe 
zainteresowanie zdolnościami antyutleniającymi, liczba prac na ten temat znacząco 
wzrosła. Jednak pomimo tak szerokiego stosowania różnorodnych metod do wyznaczania 
właściwości (potencjału, aktywności, pojemności) antyutleniających próbek żywności czy 
suplementów diety dopiero niedawno rozpoczęto próby ich standaryzacji. Autorzy prac 
stosują proponowane w literaturze procedury, nie zagłębiając się w ich problematykę 
analityczną. Dodatkowym utrudnieniem jest swoboda w wyrażaniu wyników uzyskanych 
daną metodą. Wszystkie te czynniki sprawiają, że porównanie rezultatów wyznaczonych tą 
samą metodą przez dwie różne osoby, staje się w praktyce bardzo utrudnione, nawet dla 
związków modelowych. Naturalnie rodzi to również problemy z porównaniem wyników dla 
próbek rzeczywistych, wynikające nie tylko z faktu innej procedury przygotowania próbki.  
Z punktu widzenia chemii analitycznej istnieje zapotrzebowanie na określenie wpływu 
parametrów na wyniki uzyskiwane różnymi metodami oznaczania zdolności 
antyutleniających.     
Dlatego też celem niniejszej pracy jest zbadanie wpływu szeregu parametrów na 
wyniki uzyskiwane najbardziej popularnymi metodami, stosowanymi do wyznaczania 
zdolności antyutleniających próbek żywności. W pracy wykorzystano trzy metody 
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spektrofotometryczne: z rodnikiem DPPH•, metodę Folina-Ciocalteu oraz metodę CUPRAC 
do wynaczenia zdolności antyutleniających wybranych ekstraktów popularnych napojów. 
Rozważano wpływ pH próbki, obecność jonów metali, a także potrzebę inkubacji  
w podwyższonej temperaturze (w przypadku metody CUPRAC). Do określenia zdolności 
antyutleniających badanych próbek wykorzystano także woltamperometrię cykliczną oraz 
potencjometrię. W celu lepszego scharakteryzowania próbek oznaczono zawartość 
wybranych jonów metali stosując technikę ICP-MS oraz FAAS.  
W pracy rozważano także skuteczność metody z jonami Al(III) do oznaczenia 
całkowitej zawartości flawonoidów. W związku z różnorodnością stosowanych procedur  
w tej metodzie sprawdzony został wpływ rodzaju i stężenia soli glinu oraz rodzaju użytego 
rozpuszczalnika, dodatku roztworu NaNO2 oraz środowiska reakcji. Celem tej części pracy 
była optymalizacja warunków stosowanej procedury.   
W końcowym etapie pracy sprawdzano jak wyniki, uzyskane wybranymi metodami 
korelują ze sobą. Wyznaczono skupienia oparte na podobieństwach danej grupy próbek.  
W tym celu posłużono się metodami statystycznymi. Sporządzono dendrogramy, ukazujące 
związki pomiędzy wynikami uzyskanymi różnymi metodami dla wybranych próbek. 
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1. Wolne rodniki i antyutleniacze 
Wolne rodniki 
Organizmy żywe w wyniku naturalnych przemian metabolicznych produkują m. in. 
niestabilne molekuły zwane wolnymi rodnikami. Są to cząsteczki posiadające jeden lub kilka 
niesparowanych elektronów, zdolne do samodzielnego istnienia. Wolne rodniki 
charakteryzują się bardzo dużą reaktywnością, stale dążąc do obniżenia swojego stanu 
energetycznego i sparowania elektronów. Mogą być zarówno obojętne elektrycznie, jak  
i występować w postaci jonów. W organizmie człowieka, wśród cząsteczek wykazujących 
takie zachowanie, znajduje się grupa molekuł nazywana reaktywnymi formami tlenu (RFT)  
i reaktywnymi formami azotu (RFA) [1]. Wśród RFT wyróżniamy:  tlen singletowy (1O2), 
który podczas reakcji z cząsteczkami przekazuje im energię wzbudzenia i przechodzi w stan 
trypletowy lub wchodzi w inne reakcje, anionorodnik ponadtlenkowy (O2
•–), który łatwiej 
ulega reakcji dysproporcjonowania do H2O2 niż reaguje ze strukturami biologicznymi, 
rodnik hydroksylowy (OH•), wykazujący największą reaktywność w stosunku do składników 
komórkowych, rodnik wodoronadtlenkowy (HO2
•), który może inicjować peroksydację 
lipidów i posiada łatwość przenikania przez błony komórkowe, nadtlenek wodoru, który 
jest rozpuszczalny w tłuszczach i nie posiada ładunku, więc również może dyfundować 
przez błony oraz ozon (O3), który jest mutagenny i kancerogenny. Do reaktywnych form 
azotu zalicza się tlenek azotu (NO•) oraz jego pochodne, powstające w wyniku przemian 
metabolicznych: kation nitrozoniowy (NO+), anion nitroksylowy (NO–) i nadtlenoazotan(III) 
(ONOO–). W organizmie produkowane są także rodniki alkoksylowe i peroksyalkoksylowe 
(RO• i ROO•), które powstają w wyniku rozpadu i przemian substancji zawierających labilny 
tlen (nadtlenki, wodoronadtlenki). Reakcje te katalizowane są przez jony metali 
przejściowych. Stanowią jedno z ogniw łańcuchowych reakcji utleniania związków 
organicznych w organizmach. 
Wolne rodniki mogą powstawać w wyniku dysocjacji termicznej, radiolizy, fotolizy, 
elektrolizy oraz w wyniku reakcji chemicznych. W komórkach organizmu powstają one stale 
w przebiegu prawidłowych przemian metabolicznych, w wyniku reakcji enzymatycznych 
bądź spontanicznie. Wpływ na generowanie wolnych rodników mają także czynniki 
związane ze stylem życia, tj. spożywanie alkoholu, palenie papierosów, niewłaściwa dieta, 
przyjmowanie leków, stres, nadmierna ekspozycja na promieniowanie UV, wzmożony 
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wysiłek fizyczny. Czynnikiem sprzyjającym powstawaniu wolnych rodników jest również 
zanieczyszczenie środowiska naturalnego. Ważnym źródłem tych form są reakcje Fentona  
i reakcja Habera-Weissa, w których udział biorą kationy metali, np. jony miedzi, kobaltu, 
niklu, manganu czy chromu [2]. 
Reakcje Fentona: 
         Fe2+ + H2O2 → Fe
3+ + O2
•– + 2H+ 
         Fe2+ + O2
•–+ 2H+→ Fe3+ + H2O2 
         Fe2+ + H2O2 → Fe
3+ + OH•+OH– 
Reakcja Habera-Weissa: 
         Cu+ + H2O2 → Cu
2+ + OH•+OH– 
Wolne rodniki pełnią bardzo ważne role w organizmie. Produkowane są  
w zwiększonej ilości, gdy dochodzi do rozwoju różnego rodzaju patogenów. Komórki układu 
odpornościowego (neutrofile, monocyty), w momencie kontaktu z wirusem, bakterią czy 
pasożytem, są w stanie nagle uwolnić reaktywne formy tlenu [3]. Sytuację taką nazywa się 
wybuchem tlenowym. Jest to zjawisko obserwowane zarówno w organizmach zwierzęcych 
jak i roślinnych. Organizm wykorzystuje reaktywność wolnych rodników m. in. do 
zwalczania stanów zapalnych. Ponadto tlenek azotu NO•, będący prekursorem innych 
reaktywnych form azotu, pełni wiele fizjologicznych funkcji u ssaków. Dzięki temu, że 
wykazuje lipofilowość, posiada łatwość przenikania przez błony biologiczne, a w związku  
z tym, bierze udział w regulacji ciśnienia tętniczego krwi i hamuje agregację płytek krwi  
i leukocytów [4]. Dodatkowo działa jak neurotransmiter i ma wpływ na wiele mechanizmów 
immunologicznych [5].  W organizmie oksydaza NADPH produkuje O2
•– oraz H2O2. Anion 
ponadtlenkowy spontanicznie łączy się z innymi molekułami produkując wolne rodniki,  
a także reaguje z tlenkiem azotu tworząc nadtlenoazotan(III) (ONOO-). Większość tlenku 
wodoru (I) wyprodukowanego przez neutrofile konsumowana jest przez enzym –
mieloperoksydazę (MPO). Jest to klasyczna peroksydaza hemowa wykorzystująca 
nadtlenek wodoru do tworzenia kwasu chlorowego(I) [6].  
                                                                    
                  MPO 
H2O2 + H
+ + Cl-      →    HClO + H2O 
Kwas chlorowy(I) stanowi najbardziej skuteczny znany czynnik antybakteryjny 
produkowany przez neutrofile. Wiele gatunków bakterii zabijanych jest bezpośrednio przez 
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ten mechanizm. Kwas chlorowy (I) atakuje przede wszystkim bakteryjne białka żelazowo-
siarkowe, błonowe białka transportujące, miejsca syntezy ATP oraz startu replikacji DNA. 
Reaktywne formy tlenu biorą też udział w sygnalizacji apoptozy komórki, w procesach 
aktywowania niektórych enzymów i białek transportowych oraz w procesach 
metabolicznych jako substraty [7].  
Działanie wolnych rodników, w połączeniu z działaniem innych powszechnych 
składników komórki, powoduje więc śmierć drobnoustrojów, zapobiegając zakażeniu. Po 
zlikwidowaniu patogenu organizm uruchamia mechanizmy ochronne, zwalczając nadmiar 
RFT. W organizmie istnieje zazwyczaj równowaga pomiędzy ilością wolnych rodników,  
a ilością substancji neutralizujących je. Czasami jednak dochodzi do zaburzenia tego stanu 
równowagi. Układ odpornościowy nie radzi sobie z ilością wyprodukowanych wolnych 
rodników. Mamy wówczas do czynienia ze stresem oksydacyjnym lub w przypadku, gdy 
mówimy o nadmiarze reaktywnych form azotu – stresem nitrozacyjnym. Nadmiar wolnych 
rodników wpływa niszcząco na komórki. Mechanizm działania wolnych rodników na 
komórkę, na przykładzie ozonu, przedstawiony został na Rys. 1. 
 
Rys. 1. Mechanizm działania RFT na przykładzie ozonu [8]. 
W oknie nr 1 przedstawione są zdrowe komórki organizmu. W oknie nr 2 widać 
zbliżające się do dwuwarstwy lipidowej cząsteczki ozonu. Ozon, wchodząc w reakcję  
z błoną powoduje rozrywanie wiązań pomiędzy lipidami. Obserwujemy tę sytuację  
w oknach 3 i 4. Rodniki w żywych tkankach, wiążąc się ze składnikami białkowymi, mogą 
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utlenić kwasy nukleinowe, białka czy wodorowęglany, wpływając na integralność błony 
komórkowej. Proces ten przebiega na całej powierzchni komórki. W komórce powstaje 
wiele ubytków (okno nr 5), w wyniku czego dochodzi do zmian w funkcjonalności komórki 
oraz apoptozy (okno nr 6). 
Długotrwała ekspozycja komórek na stres oksydacyjny wywołuje zmiany 
metaboliczne. Rodniki mogą docierać do jądra komórkowego i powodować mutacje 
materiału genetycznego, wpływając m.in. na rozrost nowotworów. Aktywność niektórych 
enzymów zostaje zablokowana. Obecność nadmiernej ilości RFT może doprowadzić też do 
zwiększenia stężenia jonów Ca2+ w cytoplazmie oraz wzmożonej aktywności proteaz  
i nukleaz zależnych od tego jonu, co prowadzi do śmierci komórki [9]. Obserwowany jest 
także wzrost intensywności peroksydacji lipidów, czy też zmniejszenie różnicy potencjałów 
pomiędzy wnętrzem komórki, a środowiskiem pozakomórkowym [10]. Stres oksydacyjny 
może powodować zmianę kształtu krwinek czerwonych [11]. Ostateczną jednak 
konsekwencją narażenia komórek na stres oksydacyjny może być uszkodzenie DNA. Atak 
rodnikowy może powodować uszkodzenie zarówno zasad azotowych (purynowych  
i pirymidynowych), przenoszących informację genetyczną, jak i odgrywających rolę 
strukturalną grup cukrowych i fosforanowych [10]. RFT odpowiedzialne są też za 
powstawanie mutacji i uszkodzenia chromosomów. Występowanie nadmiaru rodników  
w organizmie związane jest z podwyższaniem poziomu cholesterolu LDL, co ma 
odzwierciedlenie w rozwoju zmian miażdżycowych [1]. Ze szkodliwym działaniem tych form 
łączy się także przyczynę zmian ocznych takich jak zaćma i zwyrodnienie plamki żółtej oraz 
chorób neurodegeneracyjnych, m. in. Parkinsona i Alzheimera [12,13]. Nadmiar wolnych 
rodników przyspiesza też procesy starzenia. Stany zapalne związane z nadmiernym 
wytwarzaniem wolnych rodników przyczyniają się do rozwoju wielu innych chorób takich 
jak cukrzyca, zapalenie trzustki, reumatoidalne zapalenie stawów czy chorób 
autoimmunologicznych [14].  
 
Antyutleniacze 
Jak zostało wspomniane, organizm wykształcił naturalny system obrony przed wolnymi 
rodnikami. Dzięki związkom o właściwościach antyutleniających utrzymywana jest 
homeostaza. Definicja antyutleniacza zaproponowana przez Halliwell’a określa go jako 
substancję zdolną do częściowej lub całkowitej inhibicji procesu utlenienia innej substancji 
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w sytuacji, gdy występuje w znacznym niedoborze w stosunku do utlenianego związku [15]. 
Antyutleniacze obecne w organizmie możemy podzielić na prewentywne i interwentywne. 
Antyutleniacze prewentywne, inhibitujące reakcje utleniania, powodują głównie rozpad 
wodoronadtlenków do niereaktywnych produktów [16].  Należą do nich związki reagujące  
z anionorodnikiem ponadtlenkowym i nadtlenkiem wodoru, a więc enzymy (dysmutazy 
ponadtlenkowe (SOD), katalaza (CAT), peroksydaza glutationowa (GSHPx)), białka 
(transferyna, laktoferyna), które katalizują powstawanie rodników alkoksylowych  
i hydroksylowych, a także związki tworzące połączenia chelatowe z jonami metali (np. kwas 
cytrynowy). Wszystkie enzymatyczne antyutleniacze należą do grupy oksydoreduktaz. 
Dysmutaza ponadtlenkowa katalizuje reakcję dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego.  
2O2
•– + 2H+ H2O2 + O2 
Katalaza katalizuje natomiast rozkład nadtlenku wodoru, eliminując go ze środowiska: 
2H2O2    H2O + O2 
Peroksydaza glutationowa jest katalizatorem dla reakcji redukcji nadtlenku wodoru, 
nadtlenków lipidowych oraz wodoronadtlenków: 
H2O2 + 2 GSH  2 H2O + GSSG 
ROOH + 2 GSH  ROH + H2O + GSSG 
gdzie GSH – oznacza zredukowaną formę,  a GSSG – formę utlenioną glutationu. 
Antyutleniacze interwentywne przerywają wolnorodnikowe reakcje utleniania. Reagują 
bezpośrednio z wolnymi rodnikami odpowiedzialnymi za propagację łańcuchowej rekcji 
rodnikowej. W konsekwencji przeciwutleniacz (AH) przekształca się do mniej reaktywnej 
formy rodnikowej (A•): 
AH + R•  RH + A• 
AH + RO• ROH + A• 
AH + ROO• ROOH + A• 
Powstające rodniki A•, reagując miedzy sobą lub z innymi rodnikami dezaktywują się  
w etapie terminacji. Przeciwutleniacz może również zregenerować się z formy rodnikowej 
(A•) w wyniku enzymatycznych lub nieenzymatycznych reakcji redoks. Do tej grupy 
antyutleniaczy należą m. in. witamina C, tokoferole, karotenoidy (α- i β-karoten, likopen, 
luteina), retinoidy, kwas moczowy, tiole (glutation, cysteina), kurkumina, bilirubina oraz 
związki polifenolowe. Antyutleniacze interwentywne często nazywane są zmiataczami 
wolnych rodników.  
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Witamina E, która jest głównym antyutleniaczem rozpuszczalnym w tłuszczach, 
chroni błony lipidowe przed uszkodzeniem [17]. Jest jedynym antyutleniaczem zdolnym do 
bezpośredniego zatrzymania peroksydacji lipidów. Po zredukowaniu wolnego rodnika 
powstaje znacznie mniej reaktywny rodnik tokoferylowy, który dzięki reakcji przeniesienia 
elektronu z kwasu askorbinowego, przekształcany jest w witaminę E. Z kolei witamina C jest 
efektywnym donorem elektronów - ma zdolność reagowania z wolnymi rodnikami oraz 
pomaga innym antyutleniaczom powrócić do formy nie rodnikowej.  
Kolejnym bardzo ważnym antyutleniaczem w ludzkim organizmie jest glutation 
(tripeptyd glicyna – cysteina - glutamina). Bierze udział w redukcji nadtlenku wodoru w 
obecności peroksydazy glutationowej. Glutation wytwarzany jest wewnątrz komórki, a  
niewielkie jego ilości przedostają się poza komórkę. Glutation egzogenny ma niewielki 
wpływ na stężenie wewnątrzkomórkowe i z tego powodu nie znalazł on zastosowania w 
terapii.  
Warto także podzielić antyutleniacze na te, które nasz organizm wytwarza sam 
(endogenne) oraz na te  dostarczane z pożywieniem (egzogenne). Zestawienie to zostało 
przedstawione w tabeli 1.  
Tabela 1. Antyutleniacze endogenne  i egzogenne. 
Antyutleniacze endogenne Antyutleniacze egzogenne 
 Dysmutaza ponadtlenkowa 
 Katalaza 
 Peroksydaza glutationowa 
 Glutation 
 Transferryna 
 Laktoferyna 
 Kwas moczowy 
 Bilirubina 
 
 Kwas askorbinowy 
 Tokoferole 
 Karotenoidy 
 Witamina A 
 Związki polifenolowe 
 
W związku z tym, że polifenole charakteryzują się największą różnorodnością 
strukturalną oraz bardzo silnymi właściwości antyutleniającymi, cieszą się dużym 
zainteresowaniem. Budowa i funkcje tych związków zostaną szczegółowo omówione  
w następnym rozdziale.  
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2. Związki polifenolowe 
2.1. Budowa i podział  
Związki polifenolowe pod względem budowy wykazują dużą różnorodność. Znanych jest 
ponad 6000 związków tego rodzaju. Ze względu na szkielet węglowy, na którym oparte są 
struktury polifenoli, wyróżniamy: 
 C6 – C1   kwasy hydroksybenzoesowe 
 C6 – C3   kwasy hydroksycynamonowe i kumaryny 
 C6 – C4   naftochinony 
 C6 – C1 – C6  ksantony 
 C6 – C2 – C6  stilbeny 
 C6 – C3 – C6  flawonoidy 
 
Do związków polifenolowych zalicza się też spolimeryzowane formy wymienionych wyżej 
związków – taniny oraz nierozpuszczalne, odporne na czynniki chemiczne ligniny.  
Struktury najpopularniejszych kwasów hydroksybenzoesowych i hydroksycynamonowych, 
zwanych kwasami fenolowymi,  zostały przedstawione na Rys. 2.  
 
 
 
R2
R3 COOH
OH R1
 
R1
R2
OH
COOH
 
 
Rys. 2.  Wzory strukturalne pochodnych kwasów polifenolowych. 
Najliczniejszą grupę związków polifenolowych stanowią flawonoidy. Jest to bardzo 
zróżnicowana pod względem budowy i właściwości grupa związków. Cechą wspólną dla 
wszystkich flawonoidów jest obecność układu difenylopropanowego (Rys. 3) – składającego 
Kwasy hydroksybenzoesowe 
 R1 R2 R3 
4-hydroksybenzoesowy (p-HBA) -H -H -H 
Protokatechowy (3,4-DHBA) -H -H -OH 
4-hydroskysalicylowy (2,4-DHBA) -OH -H -H 
galusowy -H -OH -OH 
wanilinowy -H -OCH3 -H 
syringinowy -H -OCH3 -OCH3 
 
Kwasy hydroksycynamonowe 
 R1 R2 
4-kumarowy -H -H 
kawowy -H -OH 
ferulowy -OCH3 -H 
synapowy -OCH3 -OCH3 
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się z dwóch pierścieni benzenowych połączonych pierścieniem piranu, pironu lub 
łącznikiem trójwęglowym (w przypadku chalkonów).  
8
5
7
6
O
1
2
4
3
1'
2'
6'
3'
5'
4'
A
B
C
 
Rys. 3. Główna struktura flawonoidów. 
 
Związki flawonoidowe można podzielić ze względu na stopień utlenienia łącznika 
trójwęglowego na flawony, flawon-3-ole, flawanony, flawan-3-ole (Tabela 2) oraz nieco 
mniej istotne z punktu widzenia tej pracy chalkony, izoflawony, flawan-3,4-diole, 
antocyjanidyny i aurony.  
 
Związki polifenolowe różnią się między sobą nie tylko strukturą łańcucha węglowego, 
ale też liczbą i miejscem podstawienia grup hydroksylowych, metoksylowych, obecnością 
reszt cukrowych i występowaniem struktur dimerycznych. Wśród glikozydów najczęściej 
spotykane są połączenia z cukrami wiązaniem O-glikozydowym poprzez jedną z grup 
hydroksylowych. Flawonoidy, które nie są związane w glikozydy noszą nazwę aglikonów. 
Podstawnikiem cukrowym jest najczęściej glukoza, rzadziej fruktoza, ksyloza, arabinoza, 
mannoza, kwas glikuronowy czy kwas galakturonowy. Podstawienie może zachodzić 
zarówno cząsteczkami mono- jak i oligosacharydów. Cząsteczki polifenoli mogą także 
ulegać arylowaniu w różnych pozycjach [2]. O ogromnej różnorodności polifenoli świadczyć 
może również fakt, że opisano ponad 140 różnych pochodnych samej kwercetyny 
(3,5,7,3',4'-pentahydroksyflawon) występujących naturalnie [18]. Glikozydy są bardziej 
polarne od aglikonów, co ułatwia im przenikanie przez błony komórkowe. Aglikony 
rozpuszczają się w wodzie bardzo słabo. 
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Tabela 2. Struktura i przykładowe związki należące do wybranych podgrup flawonoidów. 
Nazwa 
podgrupy  
Podstawowa struktura Przykładowe związki 
 
flawony 
  R1 R2 
Chryzyna H H 
Apigenina H OH 
Luteolina OH OH 
 
flawon-3-ole  
(flawonole) 
 
  R1 R2 R3 R4 
Kwercetyna H OH OH H 
Moryna OH H OH H 
Ramnetyna H OH OCH3 H 
Mirycetyna H OH OH OH 
Kemferol H H H H 
 
flawanony 
 
 R1 R2 
Naryngenina H OH 
Hesperetyna OH H 
 
flawan-3-ole  
(katechiny) 
 
Katechina 
 
Epikatechina 
O
OH
OH
O
R1
R2
 
 
 
 
 
 
 
O
OH
OH
OH
OH
OH
 
O
OH
OH
O
R1
R2
 
O
OH
OH
OH
OH
OH
 
O
OH
R3
O
R2
OHR1
OH
R4
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2.2. Występowanie związków polifenolowych 
Związki polifenolowe stanowią grupę wtórnych metabolitów roślin, dlatego głównym ich 
źródłem są owoce, warzywa, liście herbaty, miód i zioła. Niemniej, związki te występują nie 
tylko w owocach, ale też w korzeniach, łodygach i liściach roślin. W Tabeli 3 znajdują się 
przykładowe produkty żywnościowe, w których występują związki polifenolowe.  
            
Tabela 3.  Występowanie związków polifenolowych [19]. 
 
Rodzaj związku polifenolowego Źródło w pożywieniu 
Kwasy hydroksybenzoesowe 
Czerwone owoce (truskawki, maliny, jeżyny), 
cebula, herbata 
Kwasy hydroksycynamonowe 
Owoce (wiśnie, śliwki, truskawki, porzeczki, 
agrest, cytrusy, brzoskwinie), zboża 
Flawony Pietruszka, seler, proso, pszenica 
Flawonole 
Truskawki, cebula, skórka jabłek, kalafior, 
brokuły, herbata 
Flawanony 
Pomidory, aromatyczne zioła (mięta), owoce 
cytrusowe 
Flawanole 
Herbata, morele, wiśnie, winogrona,  
nasiona roślin strączkowych 
 
Związki polifenolowe wpływają na wygląd, smak oraz aromat pożywienia, które jest 
ich źródłem. Ich stężenie w owocach i warzywach zmienia się w trakcie dojrzewania. Zależy 
ono również od klimatu i rodzaju gleby na której rozwija się roślina, stopnia 
nasłonecznienia, a nawet od ukształtowania terenu. Związki polifenolowe stanowią również 
ważną grupę związków wpływających na cechy organoleptyczne miodów [20]. Dużą ilość 
flawonoidów zawierają też takie napoje jak herbata, zwłaszcza zielona oraz wino, głównie 
czerwone [21]. Nazwa flawonoidów pochodzi od łacińskiego słowa flavus, oznaczającego 
kolor żółty, a to dlatego, że wiele flawonoidów wykazuje barwę żółtą. Flawonoidy 
odpowiadają też m.in. za czerwone i granatowe zabarwienie owoców jagodowych oraz 
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żółte i pomarańczowe – owoców cytrusowych. W przypadku owoców cytrusowych, 
zawartość polifenoli wpływa na ich trwałość.  
Obecność związków polifenolowych w roślinach wykazuje działanie hormonów  
i regulatorów wzrostu, inhibitorów i prekursorów enzymatycznych, przenośników energii  
w systemach fotosyntezy. Związki te pełnią również funkcję ochronną przed słońcem, 
grzybami i owadami.  
 
2.3. Rola biologiczna polifenoli – właściwości antyutleniające 
W związku z tym, że związki polifenolowe posiadają grupy hydroksylowe zdolne do 
przenoszenia protonów lub elektronów, wykazują dużą skłonność do udziału w reakcjach 
redoks. Nie tylko same łatwo ulegają utlenieniu do form chininowych, ale też pośredniczą 
w reakcjach utleniania innych związków. Szybkość i złożoność reakcji utleniania polifenoli 
jest ściśle związana z rodzajem i miejscem położenia grup funkcyjnych. Proces ten zachodzi 
z utworzeniem stosunkowo trwałego rodnika fenoksylowego. Rodnik ten może ulec 
dalszemu utlenieniu do chinonu lub uczestniczyć w reakcjach rodnikowych  
(np. dimeryzacja, podstawienie rodnikowe). Reakcje utleniania związków fenolowych 
katalizować mogą enzymy z grupy oksydaz (katecholaza i lakkaza) lub inne katalizatory 
takie jak jony metali, np. miedzi. Obecność związków polifenolowych jest odpowiedzialna 
za enzymatyczne brunatnienie owoców po uszkodzeniu skórki.  
Dzięki polifenolowej strukturze związki te wykazują właściwości antyoksydacyjne. 
Liczne eksperymenty wykazały, że mają one zdolność do: 
 hamowania reakcji tworzenia RFT [22];  
 chelatowania oraz redukowania jonów metali przejściowych [23];  
 bezpośredniej reakcji z RFT i przerywania kaskady reakcji wolnorodnikowych 
prowadzących do peroksydacji lipidów [24];  
 ochraniania antyoksydantów – synergiczne działanie z witaminą C polega na  
dezaktywacji oksydazy askorbinowej [25]. 
Siła działania polifenoli jako antyutleniaczy zależy od liczby i położenia podstawników 
w cząsteczce związku [2]. Polifenole wykazują tym silniejsze zdolności antyutleniające, im 
więcej grup hydroksylowych mają w cząsteczce. Z punktu widzenia siły antyoksydacyjnej 
flawonoidów, istotna jest także obecność dwóch grup hydroksylowych w pierścieniu B, 
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najlepiej w położeniu para lub orto [26]. Obecność grup hydroksylowych  
w położeniu meta nie wpływa na właściwości antyoksydacyjne związku, zaś podstawienie 
trzeciej grupy hydroksylowej w położeniu 5' pierścienia B nasila zdolności antyoksydacyjne 
flawonoidów. Hydroksylacja pierścienia A w pozycji 5 i 7 może podwyższać zdolności 
antyutleniające związku. Badania in vitro wykazały, że zastąpienie grupy hydroksylowej 
grupą metoksylową obniża właściwości antyoksydacyjne związku. Jednakże istnieją 
doniesienia wykazujące, że metylacja grupy hydroksylowej atomu węgla C7 nie obniża 
zdolności do hamowania procesu peroksydacji tłuszczów [27,28].  
Obecność podwójnego wiązania pomiędzy węglem C2 i C3 w pierścieniu C powoduje 
wzrost zdolności neutralizacji wolnych rodników, ponieważ produktem reakcji jest stabilny 
rodnik fenoksylowy. Grupa hydroksylowa w pierścieniu C przy atomie węgla C3 razem  
z podwójnym wiązaniem między C2 a C3 i grupą ketonową przy atomie węgla C4 
gwarantuje wysokie zdolności antyutleniąjace cząsteczki flawonoidu. Wykazano, że 
podstawienie grupy hydroksylowej przy atomie węgla C3 resztą monosacharydową nie 
wpływa znacząco na zdolności antyutleniające, natomiast podstawienie resztą 
disacharydową znacząco je obniża [29]. Zaskakującym jest fakt, że badania in vivo wykazały, 
iż to czy cząsteczka flawonoidu zawiera grupę metoksylową czy węglowodanową, nie 
wpływa na zdolności antyutleniające w organizmie zwierząt [30]. Dzieje się tak dlatego, że 
w jelitach znajdują się enzymy hydrolizujące reszty cukrowe. Powstałe aglikony są 
następnie wchłaniane we właściwy dla nich sposób. 
Flawonoidy hamują aktywność enzymów biorących udział w wytwarzaniu RFT [31]. 
Mogą obniżać aktywność enzymu zarówno na drodze inhibicji kompetycyjnej  
(7-hydroksyflawony)[32], jak i niekompetycyjnej (3',4'- lub 3',4',5'-hydroksyflawony) [33]. 
Biofenole zapobiegają też powstawaniu RFT przez chelatowanie jonów metali 
przejściowych (głównie miedzi i żelaza), będących katalizatorami reakcji Fentona i Chabera 
– Weissa [34]. Obniżają też aktywność oksydazy NADPH, odpowiedzialnej za generowanie 
anionorodnika ponadtlenkowego [35]. 
W komórce flawonoidy lokalizują się w warstwie błonowej pomiędzy dwuwarstwą 
lipidową i fazą wodną. Dzięki temu mogą hamować peroksydację lipidów. Fakt ten 
wykazały zarówno badania in vitro, jak i in vivo [36,37]. Peroksydację nieenzymatyczną 
flawonoidy mogą hamować na każdym etapie reakcji rodnikowej, tj. na etapie inicjacji, 
propagacji  i terminacji.  
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Flawonoidy, wiążąc jony miedzi i innych metali przejściowych, nie tylko inhibitują 
tworzenie RFT, ale też hamują przekształcenie askorbinianu do dehydroaskorbinianu. 
Zdolność do zapobiegania utlenieniu askorbinianu wykazują głównie flawonoidy 
zawierające w swej cząsteczce grupy hydroksylowe przy atomach węgla w pozycjach 3' i 4' 
w pierścieniu B, ugrupowanie 3-hydroksy-4-karbonylowe oraz pierścień γ-pirolowy, np. 
kwercetyna i rutyna [38].  
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3. Metody pomiaru zdolności antyutleniających 
Metody pomiaru zdolności antyutleniających można podzielić zgodnie z mechanizmem 
reakcji na metody oparte na reakcji przeniesienia atomu wodoru (HAT, hydrogen atom 
transfer), oparte na reakcji przeniesienia elektronu (ET, electron transfer) oraz takie,  
w których występują oba mechanizmy. W metodach opartych na przeniesieniu atomu 
wodoru wynik zależny jest od energii dysocjacji wiązania oraz potencjału jonizacji w grupie, 
będącej donorem atomu wodoru [39]. Reakcje HAT są zazwyczaj szybkie i nie zależą od 
rozpuszczalnika oraz pH środowiska. Reakcje oparte na przeniesieniu elektronu zależne są 
od potencjału jonizacji aktywnej grupy funkcyjnej w cząsteczce antyutleniacza, a więc 
również zależą od pH. Wartość potencjału jonizacji maleje ze wzrostem pH, ponieważ 
rośnie zdolność elektronowo–donorowa. W kwaśnym środowisku zdolności redukujące 
związków polifenolowych mogą być hamowane. W środowisku zasadowym, sprzyjającym 
deprotonowaniu grup hydroksylowych, utlenianie związków polifenolowych może być 
natomiast ułatwione [40]. Jeśli powstałe produkty pośrednie mają odpowiednio długi czas 
życia, ich reakcje wtórne mogą wpływać na wynik. Obecność reduktorów lub jonów metali 
może powodować zawyżenie wyników. Reakcje typu ET, w porównaniu do reakcji HAT, 
przebiegają wolniej oraz zależą od rozpuszczalnika reakcji [41].  
Opracowano szereg metod pozwalających określić zdolności antyutleniające próbki. 
W związku z tym, że w organizmie zdolności antyutleniające przejawiają się w reakcjach  
z reaktywnymi formami tlenu i azotu możemy wyodrębnić grupę metod opartych na 
zdolności neutralizacji konkretnych RTF (ROO˙, HO˙, O2˙¯, H2O2, HOCl) i RFA (NO˙, ONOO¯).  
W metodach tych stosowany jest układ generujący rodniki, a monitorowany jest ich ubytek 
w środowisku po dodaniu antyutleniacza. W niektórych metodach dodawana jest 
substancja konkurująca z antyutleniaczem. Metody oparte na pomiarze zdolności do 
neutralizacji rodników peroksylowych posiadają cztery składowe: 
 rozpad związku azowego, z którego produkowane są rodniki R˙ 
 reakcja rodników R˙ z tlenem, w wyniku której powstają rodniki ROO˙ 
 utleniany związek (sonda) 
 związek antyutleniający 
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Schematycznie mechanizm ten można przedstawić następującymi równaniami reakcji [42]: 
R-N=N-R    2 R˙ + N2 
R˙ +  O2   ROO˙ 
ROO˙ + TH  ROOH + T˙ 
ROO˙ + AH   ROOH + A˙ 
ROO˙ + A˙  ROOA 
gdzie, TH oznacza sondę fluorescencyjną, a AH - antyutleniacz. 
Związkiem azowym stosowanym w celu termicznego generowania rodników jest 
najczęściej rozpuszczalny w wodzie 2,2`-azobis(2-amidynopropan) (AAPH) lub 
rozpuszczalny w tłuszczach 2,2`-azobis(2,4-dimetylowaleronitryl) (AMVN). Szybkość 
rozkładu tych związków oraz szybkość tworzenia rodników peroksylowych zależy głównie 
od temperatury [43]. Do metod opartych na w/w reakcjach należy m. in. metoda ORAC 
(Oxygen Radical Absorbance Capacity). W metodzie tej rodniki peroksylowe (generowane 
ze związków azowych) lub rodniki hydroksylowe (generowane z reakcji jonów Cu+ z H2O2) 
reagują z sondą fluorescencyjną. Sondą jest związek wykazujący silną fluorescencję, np. 
fluoresceina, dichlorofluoresceina, pirogalol [44] lub rozpuszczalny w wodzie kompleks 
fikoerytrobiliny i białka [45]. W wyniku przebiegającej reakcji utlenienia fluorescencja 
sondy zanika. Po dodaniu substancji o właściwościach antyutleniających do środowiska 
reakcji, zostaje zahamowany rozkład znacznika fluorescencyjnego i następuje neutralizacja 
wolnych rodników przez cząsteczki antyutleniacza. Obserwujemy więc wydłużenie czasu 
indukcji (ang. lag time) i spadek stałej szybkości reakcji rozkładu sondy. Ilościową ocenę 
zdolności antyutleniającej przeprowadza się integrując pole powierzchni (AUC, ang. area 
under curve) pod krzywą zaniku fluorescencji w czasie, dla próbki badanej i dla próby 
odniesienia (Rys. 4). 
 
 
 
 
 
 
 
Rys. 4. Zanik fluorescencji sondy w czasie dla próbki antyutleniacza oraz dla ślepej próby [39]. 
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Zdolności antyutleniające wyrażane są poprzez porównanie przebiegu reakcji  
w obecności próbki z reakcją zachodzącą w obecności wzorcowego antyoksydantu. Jako 
substancji wzorcowej służącej wyrażeniu zdolności antyutleniającej w jednostkach stężenia 
najczęściej stosuje się rozpuszczalny w wodzie analog witaminy E – troloks lub kwas 
galusowy. Reakcję prowadzi się w temperaturze 37°C. Metodą tą mierzyć można zdolności 
antyutleniające zarówno hydrofilowych jak i lipofilowych antyoksydantów. Ze względu na 
stosowany detektor fluorescencyjny, metoda charakteryzuje się wysoką czułością  
i precyzją. Wykazano jednak, że o ile fluorescencja fluoresceiny jest stabilna w czasie po 
dodaniu ekstraktu z pestek winogron, to fluorescencja B-fikoerytryny znacząco spada [46]. 
Reakcje pomiędzy antyutleniaczami a B-fikoerytryną mogą powodować więc błędy  
w pomiarze zdolności antyutleniających. Znaczne różnice w wynikach uzyskanych metodą 
ORAC otrzymywane są przy wykorzystaniu różnych sond fluorescencyjnych. Wynik dla 
ekstraktu z zioła Aloysia citrtiodora był znacznie wyższy niż dla naparu zielonej herbaty przy 
zastosowaniu fluoresceiny. Natomiast, gdy zastosowano czerwień pirogallolową jako 
sondę, ekstrakt herbaty okazał się prawie dziewięciokrotnie bardziej aktywny [44]. Ponadto 
stosunkowo długi czas pomiaru powoduje trudności w użyciu metody ORAC w pomiarach 
rutynowych. W literaturze istnieje wiele zastosowań metody ORAC do oceny zdolności 
antyutleniających zarówno próbek żywności, jak i próbek biologicznych [47]. Tylko nieliczne 
prace dowodzą, że na wynik uzyskany metodą ORAC wpływa obecność jonów metali, które 
mogą powodować utlenianie związków polifenolowych [48]. Jony metali usuwano  
z matrycy próbki przez dodanie silnego związku kompleksującego – EDTA [49]. Okazało się, 
że zarówno dla związków modelowych, jaki i badanych soków owocowych wartość 
równoważnika molowego troloksu wzrastała po dodaniu EDTA.   
Równie popularnym badaniem zdolności antyutleniających stała się metoda TRAP 
(Total Radical-trapping Antioxidant Potential). W metodzie tej również analizuje się spadek 
fluorescencji białka R-fikoerytryny (R-PE), spowodowany przez rodniki nadtlenkowe 
powstałe w wyniku rozpadu termicznego związków azowych. Po dodaniu antyutleniacza 
następuje opóźnienie tego procesu (antyutleniacze reagują ok. 100 razy szybciej  
z rodnikami niż R-PE), proporcjonalne do potencjału antyoksydacyjnego próbki. W związku 
z wadami występującymi w przypadku użycia fikorerytryny metoda TRAP została 
zmodyfikowana. Użyto dioctanu 2,7–dichlorofluoresceiny, który w wyniku reakcji  
z rodnikami daje silnie fluoryzującą fluoresceinę [50]. Jako środowisko w tej metodzie 
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stosuje się bufor fosforanowy lub roztwór glicyny, najczęściej o pH 8,6. Analiza ilościowa 
polega na zmierzeniu czasu indukcji próbki i porównaniu jego wartości do wartości dla 
związku modelowego.  
 
Rys. 5. Sposób wyznaczania czasu indukcji w metodzie TRAP [51]. 
 
Metodę TRAP cechuje dobra powtarzalność, jednak dla niektórych antyutleniaczy pojawia 
się problem z wyznaczaniem czasu indukcji. Nie istnieje też standardowa metoda 
wyznaczania tej wielkości. Zaproponowano oznaczanie parametru TRAP poprzez 
porównanie pól powierzchni pod krzywą utworzoną po zużyciu próbki (Rys. 5) [51]. 
Pozwala to na określenie zdolności do neutralizacji rodników również dla związków, dla 
których trudno wyznaczyć czas indukcji. Czas stabilizacji również stanowi poważne 
ograniczenie metody. TRAP można zmodyfikować tak, by oznaczać zdolność do neutralizacji 
rodników przez antyutleniacze lipofilowe [52]. Stosując tę metodę analizowane były 
zarówno ekstrakty roślinne [51] jak i próbki biologiczne [53]. Metoda ORAC oraz metoda 
TRAP oparte są na mechanizmie HAT. 
Analogiczne zależności wykorzystywane są w innych metodach chemilumi- 
-nescencyjnych, również opartych na procesie przeniesienia atomu wodoru. Różnica polega 
na sposobie otrzymywania wolnych rodników. Najczęściej wykorzystywane są rodniki 
nadtlenkowe, generowane w reakcji H2O2 z peroksydazą chrzanową jako katalizatorem. 
Powstaje wówczas 3-aminoftalan* (3–APA*), wykazujący zjawisko intensywnej 
luminescencji. Znacznikiem może być także lucygenina, lucyferyna, nadmanganian potasu 
czy białko bioluminescencyjne. Parametrem określającym zdolności do neutralizacji 
rodników jest też czas potrzebny do powrotu intensywności chemiluminescencji do 30% 
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wartości początkowej - IT30% (Rys. 6). Pole powierzchni pod krzywą kinetyki reakcji bez 
dodatku antyutleniacza odpowiada całkowitej ilości rodników, powodujących zjawisko 
chemiluminescencji. Wprowadzenie próbki o właściwościach antyutleniających powoduje 
neutralizację rodników i w konsekwencji obniżenie intensywności sygnału (obszar 1). Po 
zakończeniu tej reakcji, intensywność emisji światła ponownie wzrasta (obszar 2). Miarą 
ilości zneutralizowanych rodników tlenowych jest różnica pomiędzy polem powierzchni 
wyznaczonym w nieobecności i po dodaniu przeciwutleniacza. Pole powierzchni obszaru 1 
jest proporcjonalne do stężenia przeciwutleniacza. Metody chemiluminescencyjne 
wykazują bardzo niskie granice wykrywalności, szeroki zakres liniowości, a pomiar trwa 
krócej w porównaniu do metod ORAC i TRAP.  
 
Rys. 6. Wyznaczanie zdolności antyutleniających metodami chemiluminescencyjnymi. 
 
Przy określaniu aktywności antyoksydacyjnej znajduje też zastosowanie metoda 
oznaczenia zdolności inhibicji procesu peroksydacji lipidów. W tej metodzie wykorzystuje 
się reakcje utleniania kwasu linolowego lub modelowych frakcji lipoprotein niskiej gęstości 
LDL (Low Density Lipoprotein), za pomocą jonów metali (np. Cu(II)) lub rodników 
peroksylowych, powstałych w wyniku termicznego rozkładu azozwiązków. Preferowane jest 
użycie związków azowych, ponieważ system ten jest bardziej zbliżony do układów 
biologicznych. W reakcji powstają sprzężone dieny, których obecność monitorowana jest 
spektrofotometrycznie przy długości fali 234 nm [54]. W fazie indukcji kwas linolowy lub 
wielonienasycone kwasy tłuszczowe frakcji LDL chronione są przed utlenianiem przez 
przeciwutleniacze obecne w próbce. Po ich przereagowaniu zachodzi proces peroksydacji. 
Rys. 7 przedstawia typowy wykres uzyskany w tej metodzie. Odcinek AB odpowiada 
sytuacji przed dodaniem inicjatora reakcji utleniania. Po jego dodaniu następuje 
peroksydacja i sygnał wzrasta (odcinek BC). Po dodaniu antyutleniacza następuje spadek 
szybkości reakcji utleniania (odcinek CD), a po zużyciu antyutleniacza utlenianie zachodzi 
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dalej. Nachylenie odcinka CD jest odwrotnie proporcjonalne do stężenia antyutleniacza. Na 
tej podstawie oznacza się zdolności antyutleniające. Zaletą tej metody jest możliwość 
prowadzenia jej nie tylko w rozpuszczalnikach organicznych, ale też w układach 
micelarnych [40].   
 
Rys. 7. Typowy przebieg reakcji inhibicji peroksydacji frakcji LDL [40]. 
 
Wadą metody jest fakt, że trudno jest zmierzyć zdolności do inhibicji procesu utlenienia 
tłuszczów dla próbek o małych czasach indukcji oraz to, że wiele związków obecnych  
 w próbkach żywności absorbuje przy 234 nm. Aby zachować większe podobieństwo do 
układów biologicznych konieczne jest izolowanie LDL z próbek krwi, co może skutkować 
słabą powtarzalnością pomiarów. Do oznaczenia ilości otrzymanych produktów 
peroksydacji tłuszczów stosowana jest chromatografia gazowa oraz cieczowa [55]. Spośród 
wtórnych produktów utlenienia najczęściej oznacza się zawartość aldehydu malonowego 
oraz heksanu w próbce po reakcji. 
Interesującą wydaje się też być metoda oparta na podobnych zależnościach pomiędzy 
reagentami jak w metodzie TRAP, ale z detekcją spektrofotometryczną. Karotenoidowa 
pochodna, krocyna, występująca naturalnie w szafranie. Jej roztwór ulega odbarwieniu 
wyłącznie pod wpływem wolnych rodników. Właściwość tę wykorzystuje się w metodzie 
CBA (Crocin Bleaching Assay). Jako źródło rodników stosuje się najczęściej związki azowe  
i analogicznie do metody ORAC monitoruje się reakcje utlenienia bez i z dodatkiem 
antyutleniacza przez 10 minut [56]. Metoda służy do pomiaru aktywności antyutleniaczy 
hydrofilowych i została zastosowana m. in. do analizy ekstraktów z żywności [57] oraz 
płynów ustrojowych. Metoda ta nie została jednak uznana jako właściwa do rutynowej 
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analizy próbek żywności, a liczba publikacji na ten temat jest znacząco niższa w porównaniu 
do innych metod, prawdopodobnie ze względu na to, że wymaga ekstrakcji krocyny  
z krokusa. Poza tym, problematyczna może być długość fali absorpcji krocyny (450 nm), 
ponieważ absorbują przy niej inne związki, będące składnikami próbek żywności. Metoda 
CBA opiera się na mechanizmie przeniesienia atomu wodoru. 
Inną metodą, opartą na przeniesieniu elektronu, ale również wykorzystującą detekcję 
spektrofotometryczną, jest metoda polegająca na monitorowaniu stężenia barwnego 
kationorodnika  ABTS•+, czyli 2,2-azynobis-(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonianu) (Rys. 8). Ma 
on barwę niebieskozieloną i wykazuje cztery maksima absorpcji przy 417, 645, 728 oraz  
815 nm w środowisku wodnym, a trzy – 414, 730,  873 nm w środowisku etanolowym.  
 
Rys. 8. Wzór kationorodnika ABTS•+. 
 
Kationorodnik przed pomiarem należy wygenerować. W tym celu można zastosować 
reakcje enzymatyczne (np. z mioglobiną, hemoglobiną lub peroksydazą chrzanową) lub 
chemiczne utlenienie (za pomocą MnO2, K2S2O8). Chemiczne metody generowania ABTS
•+ 
są jednak bardziej wymagające pod względem warunków reakcji (m. in. bardzo długi czas 
reakcji, nawet do 16 godzin). Antyutleniacze redukują ABTS•+ w zależności od aktywności, 
stężenia przeciwutleniacza i czasu trwania reakcji. Wyniki wyrażane są jako współczynnik 
TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) w molach troloksu na masę lub objętość 
próbki. Ważna jest też wartość długości fali wybrana do monitorowania stężenia ABTS•+. 
Pomiary wykonywane przy 417 nm dają niższe o ok. 15% wartości TEAC,  
w szczególności jeśli próbka jest barwna, np. dla win czerwonych, zawierających znaczne 
ilości antocyjanin [58]. Wówczas polecany jest pomiar przy 728 nm lub rozcieńczanie 
próbek. Pomiar metodą ABTS wykonywany jest zazwyczaj w pH = 7,4. Prowadzenie reakcji 
przy pH < 2,5 skutkuje spadkiem wartości TEAC dla butylohydroksytoluenu (BHT) ze 
względu na protonowanie grup hydroksylowych. W związku z tym, że ekstrakcja 
antyutleniaczy z próbek roślinnych i żywności zachodzi najczęściej za pomocą 
rozpuszczalników organicznych, badano wpływ zawartości wody w próbce na wynik 
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uzyskany metodą ABTS [59]. Okazało się, że ze wzrostem zawartości wody wartość TEAC 
wyznaczona dla BHT znacząco wzrastała. Stwierdzono również, że jony glinu i cynku nie 
wykazują wpływu, natomiast obecność jonów żelaza(III) i miedzi(II) zmniejszała wartość 
TEAC dla BHT. Reakcja pomiędzy kationorodnikiem ABTS•+ a antyutleniaczami zachodzi 
raczej szybko, zarówno w rozpuszczalnikach wodnych, jak i organicznych.  
Poza wartością TEAC, można wyznaczyć zdolności antyutleniające mierząc tzw. czas 
indukcji czyli czas po jakim pojawi się niebieskie zabarwienie pochodzące od ABTS•+  
w obecności antyutleniacza. Antyutleniacze reagują w pierwszej kolejności z obecnymi  
w układzie wolnymi rodnikami, a dopiero po ich wyczerpaniu, przechodząc w formę 
rodnikową, reaguje ABTS•+. Czas indukcji proporcjonalny jest do stężenia badanego 
przeciwutleniacza. Niektóre związki reagują jednak zbyt wolno, np. genisteina czy kwas 
ferulowy,  wówczas zależność ta nie jest spełniona. Wadą tej metody jest konieczność 
generowania rodnika oraz fakt, że otrzymany kationorodnik charakteryzuje się dużo 
większą trwałością niż obecne w organizmie rodniki. Budzi to zastrzeżenia, że reakcja nie 
odzwierciedla rzeczywistej reakcji z wolnymi rodnikami. Pomimo tego metoda  
zastosowana była wielokrotnie do badania próbek biologicznych oraz próbek żywności,  
a także z zastosowaniem metodologii analizy przepływowej. Analogiczny mechanizm  
zastosowano w metodzie z rodnikiem DPPH•, która została opisana w dalszej części pracy  
(w rozdziale 3.3).  
Najbardziej popularnymi, wśród metod służących wyznaczaniu całkowitej zdolności 
antyutleniającej próbek żywności, są metody oparte na pomiarach 
spektrofotometrycznych. Do metod tych zaliczamy monitorowanie reakcji redoks pomiędzy 
jonami metali związanymi w barwne kompleksy, a antyutleniaczami – metodę FRAP oraz 
stosowaną w niniejszej pracy metodę CUPRAC. Obie oparte są na mechanizmie SET. 
Metoda oznaczania zdolności do redukcji jonów żelaza(III) (FRAP, Ferric Ion Reducing 
Antioxidant Parameter) opiera się na reakcji redukcji kompleksu Fe(III) z (2,4,6-tris(2-
pirydylo)-1,3,5-triazyną (TPTZ), zaś jej produktem jest intensywnie niebieski kompleks  
z Fe(II) (λmax = 593 nm). Mierzone są więc zdolności donorowe antyutleniacza [60]. Trwałość 
kompleksu zależy od pH, a optymalne warunki występują przy pH 3,6, które osiągane jest 
przez dodatek buforu octanowego. Metoda FRAP jest szybka, ma jednak szereg wad. 
Wykorzystywany kompleks jest redukowany przez wszystkie związki, również te które nie 
należą do antyutleniaczy, których potencjał redoks jest niższy od 0.70 V. Ponadto powstałe 
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jony Fe(II) mogą w obecności H2O2 brać udział w reakcjach produkujących rodniki, co 
również zawyża wynik. Wartość pH reakcji nie jest zbliżona do pH fizjologicznego. Niektóre 
związki w ogóle nie wykazują redukujących zdolności w stosunku do Fe(III)-TPTZ. Należą do 
nich tiole, w tym bardzo ważny glutation oraz białka [41]. Fakt ten powoduje zaniżanie 
wyników, szczególnie dla próbek biologicznych. Z tego powodu poszukiwane są nowe 
układy oparte na redukcji jonów Fe(III) tj. kompleksy z 1,10- fenantroliną, 4,7–difenylo-
1,10–fenantroliną (batofenantrolina) oraz z żelazocyjankami [61]. Ten ostatni wariant 
pozwolił wyeliminować interferencje pochodzące od związków absorbujących w okolicy 
pasma absorpcji dla Fe(II)-TPTZ, ponieważ maksimum dla błękitu pruskiego, będącego 
produktem reakcji redukcji ulega przesunięciu batochromowemu.  
3.1. Metoda CUPRAC 
Wariantem metody FRAP jest metoda CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Capacity). Do 
pomiaru zdolności antyutleniających próbki wykorzystuje się w niej redukcję jonów Cu(II) 
do Cu(I) związanych w kompleks z batokuproiną (2,9-dimetylo-4,7-difenylo-1,10-
fenantrolina) lub neokuproiną (2,9–dimetylo–1,10–fenantrolina). Maksimum absorpcji dla 
pomarańczowego kompleksu Cu(I)-batokuproina występuje przy długości fali 490 nm, zaś 
dla pomarańczowo-żółtego kompleksu Cu(I)-neokuproina przy 450 nm. Na Rys. 9 
przedstawiony został schemat reakcji zachodzącej pod wpływem dodanego antyutleniacza. 
Reakcja zachodzi w roztworze octanu amonu, a więc w środowisku obojętnym [62]. 
Potencjał formalny układu wynosi ok. 0,60 V i jest niższy niż w metodzie FRAP. Powoduje 
to, że proste cukry czy kwas cytrynowy, nie wykazują interferencji w metodzie CUPRAC. 
Jako substancję standardową stosuje się najczęściej troloks lub kwas askorbinowy. 
 
Rys. 9. Schemat reakcji zachodzącej w metodzie CUPRAC. 
Antyutleniacz 
Produkt 
utlenienia 
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Odczynnik w metodzie CUPRAC reaguje wystarczająco szybko, by utleniać antyutleniacze 
należące do tioli [63]. Jest też redukowany przez α–tokoferol. Glikozydy flawonoidów mogą 
też wymagać hydrolizy do aglikonów.  
Do zalet tej metody zalicza się lepszą selektywność w stosunku do metody FRAP, 
stosunkowo małe interferencje, wysoką stabilność odczynników, prostotę wykonania oraz 
łatwość użycia w rutynowej analizie. Ponadto metodę charakteryzuje szeroki przedział 
liniowości wskazań, od dziesiętnych części do kilkudziesięciu µmol/L, wysoka precyzja oraz 
fakt, że pH środowiska zbliżone jest do fizjologicznego. Wartości absorbancji 
poszczególnych składników mieszaniny antyutleniaczy wykazują addytywność,  
a powstające jony Cu(I) związane są w stabilny kompleks i nie stanowią potencjalnego 
czynnika utleniającego tlenek wodoru (I). W świetle tak wielu zalet, metoda CUPRAC 
stosowana jest często do oznaczeniu zdolności redukujących próbek żywności [64-67]. 
Metodę CUPRAC można też zastosować do oznaczenia kwasu askorbinowego  
w próbkach zawierających flawonoidy [68]. Reaktywność flawonoidów eliminowana jest 
przez dodatek jonów lantanu(III), które tworzą z flawonoidami bardzo trwałe kompleksy. 
Okazało się, że wyniki uzyskane proponowaną metodą dla soków owocowych są zbieżne  
z oznaczeniami za pomocą wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcją diodową 
(HPLC–DAD). Dość wysoką czułość metody CUPRAC próbowano zwiększać, poprzez 
zatężanie produktów reakcji na wymieniaczu kationowym Amberlit IRC-50 [69].  
 
3.2. Metoda Folina–Ciocalteu 
Metoda Folina–Ciocalteu (FC) polega na pomiarze absorbancji kompleksu powstałego na 
skutek redukcji soli heteropolikwasów fosforowolframomolibdenowych, tzw. odczynnika 
Folina-Ciocalteu. Dokładny wzór chemiczny stosowanego odczynnika nie jest znany. 
Przygotowuje się go poprzez zmieszanie wolframianu sodu (Na2WO4), molibdenianu sodu 
(Na2MoO4), siarczanu litu (Li2SO4), wody bromowej i stężonych kwasów solnego  
i fosforowego. Uważa się, że w czasie reakcji dochodzi do redukcji jonów Mo(VI) do Mo(V), 
co prowadzi do powstania niebieskiego zabarwienia, pochodzącego od [PMoW11O40]
4-  
(λmax = 765 nm). W środowisku kwaśnym reakcja zachodzi bardzo powoli, dlatego też 
pomiar prowadzi się przy pH 10 [39]. W tych warunkach fenole ulegają dysocjacji  
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z utworzeniem fenolanów, mających niższy potencjał redoks i reagujących łatwiej  
z odczynnikiem FC.  
Metoda Folina-Ciocalteu nazywana jest często w literaturze metodą oznaczania 
całkowitej ilości polifenoli w próbce. Jednak wiele związków tj. cukry redukujące, aminy 
aromatyczne, tiole, SO2, kwas askorbinowy, niektóre kwasy organiczne, alkohole 
wielowodorotlenowe oraz jony żelaza, manganu i miedzi powodują liczne interferencje 
[70,71]. Metodę powinno się więc traktować jako kolejną metodę oznaczania zdolności 
redukującej próbki. W tabeli 4 przedstawiono zdolności redukujące polifenoli oraz innych 
związków oznaczone metodą FC [70]. 
Poza tym, pomimo ustalonych warunków pomiaru [72], stężeń reagentów czy czasu 
reakcji, w opisywanych w literaturze procedurach oprócz standardowego kwasu 
galusowego [73] do prezentacji wyników wybierano katechinę [74,75], kwas taninowy [76], 
kwas chlorogenowy [77], kwas kawowy [78], kwas protokatechowy [79] lub ferulowy [80]. 
Różnorodność parametrów oraz brak standaryzacji metod przygotowywania próbek 
doprowadziła to sytuacji, że porównanie wyników literaturowych dla tego samego rodzaju 
próbek staje się praktycznie niemożliwe. Poza tym wspomniane interferenty mogą 
znacząco wpłynąć na wynik.  
Tabela 4. Zdolności redukujące, wyrażone jako równoważnik kwasu galusowego (GAE)*, dla 
polifenoli i innych związków [70] . 
Polifeole Inne związki 
Kwas elagowy 1,32 Kwas askorbinowy 0,668 
Kwercetyna 1,16 Tryptofan 0,413 
Kwas kawowy              1,00 Kwas retinowy 0,404 
Resweratrol 1,01 Tyrozyna 0,397 
Kwas taninowy 0,878 Glutation 0,181 
Kwas chlorogenowy 0,722 FeCl2 0,149 
Kurkumina 0,722 Kwas foliowy 0,071 
Rutyna 0,586 Na2SO3 0,057 
*GAE (gallic acid equivalent) - stosunek nachylenia krzywej kalibrowania dla testowanego związku do 
nachylenia krzywej dla kwasu galusowego. 
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Podjęto próby sprawdzenia wpływu usunięcia niektórych składników matrycy na 
wynik stosując technikę ekstrakcji do fazy stałej [81]. Najpierw oznaczano zdolność próbki 
do redukcji odczynnika FC, następnie przepuszczano próbkę przez złoże sorbentu Oasis HLB 
(kopolimer hydrofilowego N-winylopirolidonu i lipofilowego diwinylobenzenu). Hydrofilowe 
składniki próbki wymywane były za pomocą wody destylowanej. Oznaczano zdolności 
redukujące eluatu, a z różnicy wyznaczano zdolności redukujące próbki po odjęciu 
interferencji. Największą wadą tego pomysłu, oprócz oczywistych problemów związanych  
z rozszerzeniem procedury analitycznej i wydłużeniem czasu trwania analizy oraz 
powtarzalnością wyników, jest fakt, że część związków polifenolowych może ulec wymyciu 
ze złoża sorbentu. Powoduje to zaniżenie uzyskanych wyników. Poza tym podjęto próby 
odjęcia wyniku dla cukrów, poprzez dodatek mieszaniny fruktozy i glukozy, na podobnym 
poziomie stężeń jakie występuje w badanych próbkach. Metoda ta wymaga jednak użycia 
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem refraktometrycznym. Podobne 
próby dotyczyły usunięcia wpływu kwasu askorbinowego [82]. Zaproponowano też 
usunięcie związków interferujących w tej metodzie, poprzez ich wstępne utlenienie za 
pomocą H2O2 [83]. Część związków polifenolowych również ulega utlenieniu, jednak jak 
twierdzą autorzy tej pracy, błąd wynikający z tego faktu jest mniejszy niż ten wynikający  
z obecności pozostałych związków interferujących. Wprowadzenie H2O2 do środowiska 
budzi jednak wątpliwości, gdyż mogą powstawać inne reaktywne formy tlenu.  
Metoda Folina–Ciocalteu stosowana jest w środowisku wodnym, jednak została 
zmodyfikowana tak, by oznaczać jednocześnie zdolności redukujące antyoksydantów 
hydro– i lipofilowych [82]. Do środowiska wprowadzono w tym celu dodatek NaOH, zaś 
odczynnik FC rozcieńczano 2–metylo–1-propanolem w stosunku objętościowym 1:2. Próbki 
związków modelowych, w tym kwercetyny, troloksu, katechiny, α–tokoferolu, kwasu 
askorbinowego i glutationu przygotowano w acetonie. Reakcję prowadzono przez  
20 minut bez dostępu światła w temperaturze pokojowej. Zaproponowaną metodą 
oznaczono zdolności redukujące próbek naturalnych – oliwy z oliwek i ekstraktu z zielonej 
herbaty. Wyniki prezentowano, przeliczając je na stężenie troloksu. Porównano je  
z wynikami uzyskanymi metodą CUPRAC, uzyskując dość dobrą korelację liniową  
(R = 0,802). 
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3.3. Metoda z rodnikiem DPPH• 
Jedną z najczęściej stosowanych metod do pomiaru aktywności antyutleniającej jest 
metoda analogiczna do metody ABTS, ale wykorzystująca rodnik DPPH• (2,2-difenylo-1-
pikrylohydrazyl). Metanolowy roztwór rodnika wykazuje pasmo absorpcji w zakresie 
widzialnym z maksimum przy 515-540 nm. W wyniku przebiegu reakcji obserwowany jest  
spadek intensywności zabarwienia, proporcjonalny do zawartości antyutleniaczy. Rodnik 
powinien znajdować się w nadmiarze w stosunku do antyutleniacza, tak by cała ilość 
antyutleniacza miała szanse przereagować. Z kolei z prawa Lamberta-Beera wynika, że 
początkowa absorbancja DPPH• nie powinna przekraczać 1, więc stężenie początkowe 
rodnika powinno znaleźć się w przedziale 25–70 µmol/L [84]. Spotykane są jednak prace,  
w których stężenie to wynosiło znacznie więcej, np. 100, a nawet 200 µmol/L [85-88].  
Początkowo mechanizm reakcji z DPPH• postrzegany był jako mechanizm oparty na 
przeniesieniu atomu wodoru. Jednakże przebieg krzywej kinetycznej neutralizacji DPPH• 
można podzielić na dwa etapy [89]. W pierwszym etapie neutralizacja rodników zachodzi 
szybko i odpowiada procesowi przeniesienia elektronu z pierścienia B cząsteczki flawonoidu 
(3’–OH oraz 4’-OH), zaś  w drugim etapie reagują produkty powstałe w wyniku częściowego 
utlenienia związków polifenolowych i przypisuje mu się mechanizm HAT. W wyniku reakcji 
powstaje zredukowana forma rodnika DPPH• (2,2-difenylo-1-pikrylo-hydrazyna) o barwie 
żółtej (Rys. 10).  
 
 
 
 
 
 
Rys. 10. Schemat reakcji zachodzącej w metodzie DPPH. 
 
Istotną kwestią, którą warto rozważyć, jest sposób prezentowania wyników 
uzyskanych za pomocą metody DPPH. Najczęściej przedstawia się je jako procent 
zneutralizowanych ze środowiska (I%) lub też pozostałych po reakcji rodników (DPPH
•
res). 
 
I% = (Ao – At) / A0 x 100             DPPH
•
res = (At – Ao) x 100 
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gdzie, A0 jest początkową wartością absorbancji rodnika DPPH
•, At – absorbancją rodnika 
DPPH• po ustalonym czasie reakcji (t).  
Procent neutralizacji DPPH• można także wyznaczyć z krzywej kalibracji dla rodnika 
DPPH•. Parametr ten w dużym stopniu zależy jednak od czasu reakcji i początkowego 
stężenia rodnika [97]. Jako miara zdolności do neutralizacji wolnych rodników często 
wyznaczany jest też parametr EC50 (ang. efficient concentration), oznaczający stężenie 
antyutleniacza niezbędne do neutralizacji 50% wolnych rodników ze środowiska. Im wyższa 
wartość EC50, tym mniej efektywny jest dany antyutleniacz. Należy jednak pamiętać o tym, 
że parametr ten jest własnością charakterystyczną dla danego antyutleniacza tylko  
w określonych warunkach. Warunki prowadzenia reakcji z rodnikiem DPPH• opisane  
w literaturze są różnorodne. Z tego powodu istnieją duże rozbieżności w wartościach 
podawanych dla danego związku. W Tabeli 5 zestawiono dane literaturowe wartości EC50 
dla kwasu galusowego i askorbinowego.  
 
Tabela 5. Literaturowe wartości EC50 dla kwasu galusowego i askorbinowego. 
 EC50 
mol/L 
[DPPH•]*  
mol/L 
Czas 
reakcji  
min 
Odnośnik 
literaturowy 
Kwas galusowy 0,74 29,3 40 90 
 1,48 58,5 40 90 
 4,2 50 30 91 
 5,1 63 20 92 
 6,88 78 90 93 
 17,1 195 90 93 
Kwas 
askorbinowy 
1,35 29,3 40 90 
 2,74 58,5 40 90 
 10,2 50 30 91 
 50 250 30 94 
 55,9 
629 
85,7 
100 
30 
10 
95 
96 
       *[DPPH•]o – stężenie rodnika w kuwecie pomiarowej  
 
Nie istnieje też ustalona jednostka, w jakiej EC50 powinien być wyrażany.  
W literaturze spotykamy zarówno µmol/L [84,95-98] czy mg/L [99] antyutleniacza, jak  
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i gramy antyutleniacza na kg rodnika DPPH• [100,101] oraz stosunek molowy lub masowy 
antyutleniacza do DPPH• [102-106]. Niektóre związki reagują z DPPH• bardzo powoli ze 
względu na zawadę sferyczną. Zwykle monitoruje się przebieg reakcji przez 30 min [107], 
ale niektórzy autorzy prac stosują także krótsze czasy – od 3 do 18 minut [108-112]. 
Kolejnym parametrem stosowanym do opisu właściwości przeciwutleniających danej 
próbki, wyznaczonych metodą z rodnikiem DPPH•, jest wyznaczany graficznie czas po 
którym związek ten jest w stanie przereagować z 50% początkowej ilości wolnych rodników 
(TEC50). W zależności od wartości TEC50 związki można zakwalifikować jako szybkie 
antyutleniacze (< 5 minut), średnie (5-30 min) i powolne (> 30 minut) [100]. Do szybkich 
zaliczany jest kwas askorbinowy czy kawowy, do reagujących ze średnią szybkością – kwas 
galusowy, zaś do powolnych - rutyna. Wprowadzono także parametr łączący wartość EC50 
oraz TEC50 – wydajność antyutleniacza (AE, ang. Antiradical Efficency) [100]: 
 
AE = 1 / EC50  TEC50 
Zdolności do neutralizacji rodnika DPPH• wyrażane są także jako równoważnik stężenia 
wybranego związku wzorcowego. W literaturze można spotkać zastosowanie kwasu 
askorbinowego [107,113-116], α-tokoferolu [113,117], kwasu galusowego [115], troloksu 
[118-121], a także kwercetyny [122].  
Środowisko wpływa znacząco na wynik w metodzie DPPH•. W warunkach 
dwugodzinnego przechowywania roztworu DPPH• z dostępem światła w temperaturze 
pokojowej, absorbancja roztworu DPPH• zmniejsza się o 35% i 20%, gdy roztwór 
przygotowano odpowiednio w acetonie i metanolu [123]. Natomiast reaktywność DPPH•  
w metanolu jest większa niż roztworu sporządzonego w octanie etylu [100]. W pierwszej 
pracy prezentującej metodę DPPH wspominano, że pH roztworu powinno wynosić 
pomiędzy 5,0 a 6,5, przez dodatek buforu octanowego [122]. Roztwór odczynnika 
przygotowuje się w rozpuszczalnikach organicznych, w związku z czym ustalenie wartości 
pH jest problematyczne. W środowisku kwaśnym roztwór DPPH• jest znacznie mniej 
stabilny niż w środowisku zasadowym [125]. W środowisku zasadowym, które sprzyja 
dysocjacji protonu z cząsteczki flawonoidu – efektywność procesu przeniesienia elektronu 
wzrasta [125]. Dotychczas wpływ pH w metodzie DPPH analizowany był jedynie dla 
związków modelowych [85,126,127]. Badany był proces neutralizacji rodników przez kwas 
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askorbinowy, BHT oraz galusan propylu w reakcji z roztworem DPPH• przyrządzonym  
w czystym metanolu oraz w mieszaninie metanolu i buforu octowego o pH 5,5 [127]. Dla 
galusanu propylu i witaminy C nie stwierdzono różnicy w uzyskanych wynikach, natomiast 
BHT znacznie efektywniej neutralizaowałwał rodniki w roztworze z dodatkiem buforu  
(Rys. 11).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Rys. 11. Inhibicja DPPH• przez kwas askorbinowy i BHT (każdy o stężeniu 1 μmol/L). Roztwór rodnika 
w metanolu lub mieszaninie metanolu z buforem octanowym [127]. 
 
Zawartość naturalnych kwasów w próbkach żywności takich jak kwas cytrynowy, octowy 
czy malonowy nie jest brana pod uwagę. Same te związki nie wykazują zdolności do 
neutralizacji rodników DPPH•. Stwierdzono jednak, że po dodaniu ich do roztworu kwasu 
askorbinowego zwiększa się efektywność reakcji z DPPH• [127].  
Dodatkowym problemem, często pomijanym, jest obecność jonów metali  
w ekstraktach próbek żywności. Jony metali przejściowych (w szczególności żelaza i miedzi) 
biorą czynny udział w tworzeniu wolnych rodników (reakcje Fentona i Habera-Weissa). 
Związki polifenolowe chelatujące jony metali, dają efekt ich maskowania i w taki sposób 
mogą również przyczyniać się do walki ze stresem oksydacyjnym [128]. Stwierdzono, że 
kompleksowanie niektórych jonów metali zwiększa zdolność flawonoidów do neutralizacji 
wolnych rodników, np. kompleks naryngeniny z jonami Cu(II) wykazuje większą skuteczność 
w neutralizacji rodnika DPPH• w stosunku do samego flawonoidu. Natomiast w pracy [129] 
stwierdzono, że obecność szeregu jonów metali wpływa ujemnie na reakcję DPPH• z BHT; 
największy wpływ obserwowano dla jonów potasowych i wapniowych (Rys. 12). Jednak 
autorzy tej pracy w swojej poprzedniej publikacji [126] stwierdzili, że obecność jonów Cu(II) 
w większym stopniu ujemnie wpływa na kinetykę reakcji DPPH• z BHT w porównaniu do 
jonów Fe(III), co nie potwierdziły publikowane przez nich kolejne wyniki badań [129]. 
  
BHT, μM Kwas askorbinowy, μM 
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Warto zwrócić uwagę, że badano bardzo duże stężenia jonów metali (10 mmol/L)  
w stosunku do stosowanego stężenia antyutleniacza (14 μmol/L). 
 
Rys. 12. Różnice (ΔI) pomiędzy ilością pozostałego w roztworze DPPH• w reakcjach z BHT  
(14 μmol/L) prowadzonych w nieobecności i obecności jonów metali (10 mmol/L) [129]. 
 
Metoda DPPH jest często stosowana ze względu na to, że jest stosunkowo prosta i nie 
wymaga długotrwałego przygotowania próbki. Dodatkowo rodnik DPPH• jest dostępny 
komercyjnie, a więc nie trzeba go bezpośrednio wytwarzać z prekursora, jak w przypadku 
metody ABTS. Metoda może być także stosowana z wykorzystaniem metodologii analizy 
przepływowo-wstrzykowej, co znacznie ułatwia i przyspiesza pomiar, a ponadto umożliwia 
w większym stopniu kontrolowanie warunków oznaczeń [99]. Wadą są zaś możliwe 
interferencje od związków absorbujących przy tej samej długości fali, np. karetonoidów.  
W takim przypadku poleca się detekcję elektrochemiczną lub z zastosowaniem 
spektrometrii elektronowego rezonansu paramagnetycznego. Niewątpliwą wadą tej 
metody jest też fakt, że reakcji z DPPH• nie można porównać z reakcjami zachodzącymi  
z naturalnymi reaktywnymi formami tlenu czy azotu. 
Niestety brak standardowych procedur analitycznych powoduje nieścisłości podczas 
próby porównania wyników z danymi literaturowymi. Wybór różnego czasu pomiaru może 
prowadzić do uzyskania różnej wartości aktywności przeciwutleniającej. W literaturze 
kontrowersyjną sprawą jest również sposób przedstawiania wyników. Do wyrażenia 
rezultatu stosowane są różne parametry, których wartości znacząco zależą od 
początkowego stężenia DPPH•, środowiska reakcji, pH roztworu czy obecności jonów 
metali.  
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Metody z rodnikiem DPPH•, kationorodnikiem ABTS+• oraz metodę Folina – Ciocalteu 
można zastosować w połączeniu z rozdzieleniem chromatograficznym. Wyciek z kolumny 
łączy się w spirali reakcyjnej z odpowiednim odczynnikiem i monitoruje się wynik reakcji 
spektrofotometrycznie [130,131]. Umożliwia to określenie udziału poszczególnych 
składników badanej próbki w jej ogólnych właściwościach antyutleniających. 
 
3.4. Metody elektrochemiczne 
Antyutleniacze wykazują właściwości redukujące, dlatego też występuje możliwość użycia 
metod elektrochemicznych do wyznaczenia zdolności antyutleniających danej próbki. 
Najczęściej stosowaną metodą elektrochemiczną jest woltamperometria cykliczna  
[132-139]. 
W woltamperometrii cyklicznej jako elektrodę pracującą stosuje się elektrodę z węgla 
szklistego lub platynową, zaś jako elektrodę odniesienia - elektrodę chlorosrebrową lub 
kalomelową. Krzywe woltamperometryczne rejestrowane są w buforze fosforanowym lub 
octanowym. Potencjał, przy którym pojawia się pik anodowego utlenienia jest ściśle 
związany z obecnością grup –OH w cząsteczce polifenolu. Na rysunku 13 przedstawiono 
woltamogramy dla kwercetyny i jej glikozydów [136].  
Polifenole posiadające dwie grupy hydroksylowe w położeniu orto- lub para- 
wykazują niższy potencjał utleniania niż polifenole w których grupy hydroksylowe znajdują 
się w położeniu meta.  Pierwszy pik utleniania pojawia się przy około 300 mV i odpowiada 
za utlenienie grup w pozycji 3’ i 4’ w pierścieniu B. Drugi sygnał znajduje się przy około  
600 mV i pochodzi z utlenienia grupy hydroksylowej w pozycji 3 pierścienia C (nie jest 
obserwowany dla rutyny). Dodatkowo obserwujemy, że aby proces elektrodowy był 
odwracalny, niezbędna jest obecność dwóch grup hydroksylowych w położeniu orto-  
w pierścieniu B. Na podstawie porównania woltamogramów dla kwasu wanilinowego  
i protokatechowego stwierdzono, że podstawienie grupy -OH grupą metoksylową 
powoduje wzrost potencjału utlenienia, a więc obniżenie zdolności redukującej związku 
[139]. Wraz ze wzrostem pH próbki potencjały utlenienia przesuwają się w kierunku 
niższych wartości, a wartość prądu anodowego spada [140].  
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Rys. 13. Woltamogramy cykliczne kwercetyny i jej glikozydów zarejestrowane w mieszaninie 
etanol/bufor octanowy (50 mmol/L, pH 5.5), 80/20 (v/v) [136]. 
 
Zaproponowano też podział antyutleniaczy ze względu na ich moc antyutleniającą na 
podstawie wartości potencjału piku utlenienia (Ea) (lub potencjału półpiku Ep/2, czyli 
potencjału przy którym prąd anodowy osiąga wartość połowy całkowitego prądu  
piku) [141]. Posługując się tymi kryteriami wyróżniono antyoksydanty o dużej (Ea = 0,3 V)  
i średniej mocy (Ea = 0,5 V). Przyjęto także, że wysokie zdolności antyutleniające mają 
związki, których potencjał półpiku jest 0,2 V, zaś te dla których Ep/2 > 1,0 V praktycznie 
nie wykazują właściwości antyutleniających. Mirycetyna wykazała najsilniejsze właściwości 
antyutleniające (ma ona największą liczbę grup -OH), a naryngenina – najsłabsze [137]. 
Stwierdzono też, że jeśli dany związek wykazuje potencjał utlenienia powyżej 0,45 V, to 
może powodować utlenianie lipidów, a więc działać jako prooksydant [141].  
Ilościowo aktywność antyutleniającą możemy wyznaczyć na podstawie wysokości 
prądu piku anodowego utlenienia lub na podstawie ładunku, wyznaczonego z pola 
powierzchni pod pikiem anodowego utlenienia. Pole powierzchni można traktować jako 
parametr służący do porównania zdolności antyutleniających szeregu próbek lub odnieść 
jego wartość do wartości odpowiadającej danemu stężeniu substancji wzorcowej. Jako 
substancję wzorcową najczęściej stosuje się  troloks [136] oraz kwas askorbinowy [137].  
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Woltamperometria cykliczna została zastosowana do wyznaczania zdolności 
antyutleniających wielu próbek żywności [137,139,142-144], a także do badania 
przyswajalności katechin i ich połączeń z kwasem galusowym [145,146]. Poważnym 
ograniczeniem metody jest jednak fakt, że polifenole bardzo chętnie adsorbują się na 
powierzchni elektrody, co wymaga częstego jej czyszczenia. Ponadto obserwowany sygnał 
dla próbek o złożonej matrycy jest wypadkową potencjałów utlenienia dla wielu związków  
i  występują problemy w wyznaczaniu wartości prądu piku czy całkowitego ładunku pod 
pikiem utlenienia.  
Polarografia stałoprądowa została zastosowana do wyznaczania aktywności 
antyutleniającej próbek różnego rodzaju piwa [147]. Oznaczenie było przeprowadzane na 
podstawie spadku anodowego prądu utlenienia H2O2 w obecności antyutleniacza. 
Otrzymano dobrą liniową korelację z wynikami otrzymanymi metodą Folina-Ciocalteu. 
Autorzy pracy sugerują, że badanie zdolności antyutleniających jest istotnym parametrem 
określającym jakość piwa, a proponowana metoda może być zastosowana do optymalizacji 
procesu jego otrzymywania. 
Zaproponowano także szybką metodę wyznaczania zdolności antyutleniających 
naparów herbat opartą na detekcji elektrochemicznej (elektroda z węgla szklistego, 
potencjał +0,60 V) wykorzystując metodologię analizy przepływowej [148]. Metoda 
nazwana została przez jej autorów jako metoda RESAC  (Rapid electrochemical screening  
of antioxidant capacity). Oznaczenie ilościowe przeprowadzano na podstawie wysokości 
uzyskanego sygnału mierzonego jako wartość prądu. Zastosowano metodę krzywej 
kalibracji, a jako roztworu wzorcowego użyto troloksu. Roztworem nośnika była mieszanina 
buforu fosforanowego i etanolu. Metodologię analizy przepływowej wraz z detektorem 
amperometrycznym z prostopadłym dopływem roztworu do powierzchni elektrody 
(dyskowa elektroda z węgla szklistego) zaproponowano do wyznaczenia tzw. indeksu 
elektrochemicznego, mierzonego jako całkowity prąd amperometryczny przy stałym 
potencjale 0,8 V [149, 150]. Oznaczenie prowadzono w buforze octanowym o pH 4,0, a jako 
substancję wzorcową zastosowano katechinę. Na podstawie rejestrowanych sygnałów 
prądowych przy stałym potencjale 0,3 i 0,5 V, wyróżniono antyutleniacze o dużej i średniej 
mocy [150]. Metoda ta, pomimo wysokiego stopnia zautomatyzowania ma ograniczoną 
wydajność pod względem liczby analiz wykonanych w ciągu doby (tylko 20 próbek), ze 
względu na długą procedurę czyszczenia elektrody. 
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Kolejną elektrochemiczną metodą proponowaną w literaturze jest potencjometria 
[151]. Antyutleniacz z definicji jest donorem elektronu, reduktorem. To, czy dana 
substancja jest w stanie zredukować inną jest uwarunkowane czynnikami 
termodynamicznymi i kinetycznymi, m. in. stosunkiem potencjałów redoks odpowiednich 
układów. Dlatego też zaproponowano oznaczenie zdolności antyutleniających wyznaczając 
wartość potencjału elektrody utleniająco–redukującej. Jako mediator zastosowano układ 
K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6], a reakcję przeprowadzano w buforze fosforanowym o pH 7,2. 
Mierzone wartości potencjałów elektrody przed (E1) i po (E2) wprowadzeniu antyutleniacza 
zostały wyrażone równaniami poniżej: 
E1 = Eo + b • lg Cox/Cred 
E2 = Eo + b • lg (Cox – X)/Cred + X) 
Natomiast aktywność antyutleniająca (AOA) została wyliczona zgodnie z równaniem:  
AOA = ±(Cox – α Cred) / (1 + α) 
gdzie: E0 – standardowy potencjał redoks mediatora 
            Cox – stężenie haksacyjanożelazianu(III) potasu 
            Cred - stężenie haksacyjanożelazianu(II) potasu 
             X – stężenie antyutleniacza 
             log α =  (E2 – E1) nF/2,3 RT 
 
Wyniki uzyskane proponowaną metodą dla różnego rodzaju win, ekstraktów z ziół  
i balsamów porównano z wynikami wyznaczonymi metodą z kationorodnikiem ABTS•+,  
z rodnikiem DPPH• oraz metodą chemiluminescencyjną (oznaczenie anionu 
ponadtlenkowego), uzyskując dobre korelacje liniowe (R = 0,72 – 0,99). Obiecujące wyniki 
mogą sugerować skuteczność metody potencjometrycznej w wyznaczaniu zdolności 
antyutleniających, jednakże należy pamiętać, że metoda ta uwzględnia jedynie wpływ 
potencjałów redoks antyutleniaczy. Proponowaną metodą nie uzyskamy informacji  
o mechanizmie czy kinetyce reakcji neutralizacji wolnych rodników. Pozostaje jednak 
ciekawą metodą, komplementarną do innych metod stosowanych do wyznaczania 
zdolności antyutleniających.   
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4. Chromatograficzne metody oznaczania związków polifenolowych 
Wszystkie dotychczas omówione metody poległy na oznaczeniu całkowitej zdolności 
antyutleniającej próbek żywności. Można też oznaczyć zawartość poszczególnych 
składników w próbce metodami chromatograficznymi, a potem zsumować ich udział. 
Pierwszym etapem w analitycznej procedurze oznaczania biofenoli jest proces ekstrakcji. Ze 
względu na dużą różnorodność związków polifenolowych obecnych w próbkach 
naturalnych, sposób ich ekstrakcji z materiału roślinnego jest zwykle kilkuetapowy. 
Najbardziej efektywny rodzaj stosowanych rozpuszczalników, czas i temperatura 
prowadzenia procesu nigdy nie będą takie same dla tak różnorodnej grupy związków. 
Wysoka temperatura, działanie ultradźwięków czy promieniowania mikrofalowego, które 
wspomagają proces ekstrakcji, może skutkować degradacją niektórych polifenoli [152,153]. 
Związki polifenolowe dość łatwo ulegają też reakcjom redoks. Przy wyborze rozpuszczalnika 
do ekstrakcji należy wziąć pod uwagę zróżnicowaną polarność związków fenolowych oraz 
fakt, że kwasy fenolowe i glikozydy rozpuszczają się w wodzie znacznie łatwiej niż aglikony. 
Z tego względu w ekstrakcji związków polifenolowych z materiału roślinnego stosuje się 
najczęściej takie rozpuszczalniki jak metanol, etanol, octan etylu, woda lub 
dimetyloformamid, przy czym największą efektywność procesu uzyskuje się przy 
zastosowaniu roztworów wodno-metanolowych. Zawartość procentowa metanolu wymaga 
optymalizacji w zależności od oznaczanego związku oraz rodzaju próbki [154]. Często 
wspomaga się ekstrakcję stosowaniem podwyższonej temperatury (90–95°C) [154-156], 
ultradźwięków [157-159] lub promieniowania mikrofalowego [155-157,160,161].  
W związku z tym, że do ekstrakcji używa się dość dużych objętości rozpuszczalnika, 
zdarza się, że wymagane jest zatężenie analitów, szczególnie, gdy pomiar wykonywany jest 
z detekcją UV-Vis o mniejszej czułości. W tym celu stosuje się często ekstrakcję do fazy 
stałej (SPE, solid phase extraction) [20]. Analiza ilościowa wszystkich związków 
polifenolowych, z uwagi na ich dużą różnorodność i ograniczoną dostępność wzorców jest 
trudna, stosowana jest więc także wstępna hydroliza glikozydów, umożliwiająca oznaczenie 
aglikonów lub prostych kwasów fenolowych w próbkach. W tym celu stosuje się hydrolizę 
kwasową [162–167], hydrolizę zasadową [165,168] lub enzymatyczną [163]. Oznaczane są 
wówczas zawartości związków polifenolowych tylko w postaci aglikonów.  
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4.1.  Warunki rozdzielenia chromatograficznego 
W celu efektywnego rozdzielenia związków polifenolowych najczęściej stosowany jest 
układ faz odwróconych, z zastosowaniem kolumn C18 [154,161-163,169]. Im mniejsza 
średnica wypełnienia kolumny, tym osiąga się wyższą sprawność, lecz zmniejszanie złoża 
ograniczone jest rosnącym ciśnieniem na wlocie do kolumny. Zastosowanie cząstek  
o średnicy 1,7 µm pozwala uzyskać ok. 3 razy większą sprawność niż zastosowanie cząstek 
o średnicy 5 µm [152]. Zastosowanie mniejszych wielkości wypełnienia pozwala skrócić 
kolumnę oraz czas analizy, nie tracąc na sprawności. Mówimy wówczas o ultrasprawnej 
chromatografii cieczowej (UPLC). Ciśnienie w układzie chromatograficznym uzależnione jest 
też od prędkości przepływu i rodzaju użytego eluentu. Do elucji związków polifenolowych 
najczęściej stosowane są mieszaniny roztworów buforu fosforanowego, kwasu 
mrówkowego lub octowego z metanolem lub acetonitrylem. Ze względu na różnorodność 
związków polifenolowych oraz ich silne powinowactwo do fazy stacjonarnej najczęściej 
stosowana jest elucja gradientowa. Wartości pKa kwasów fenolowych mieszczą się  
w granicy od 3 do 5, zaś dla flawonoidów od 7 do 12 [170]. Wartość pH, rodzaj oraz 
stężenie fazy organicznej eluentu mają duży wpływ na retencję związków polifenolowych 
[169,171]. Kwasy fenolowe rozdzielają się najefektywniej w eluentach o pH < 3,0 
[20,169,171]. Wśród wymywanych związków polifenolowych jako pierwsze do detektora 
docierają kwasy hydroksybenzoesowe, następnie pochodne kwasu cynamonowego, 
glikozydy flawonoidów oraz aglikony. Im większa liczba grup hydroksylowych w cząsteczce 
związku, tym krótszy ma on czas retencji. Zastąpienie grupy hydroksylowej grupą 
metoksylową powoduje wydłużenie, zaś grupą cukrową – znaczące skrócenie czasów 
retencji.  
Analiza aglikonów z zastosowaniem kolumny C18 trwa dość długo. W celu skrócenia 
czasu trwania analiz i polepszenia rozdzielczości zaproponowano zastosowanie kolumn 
monolitycznych [169], wypełnień o porowatej warstwie nałożonej na nieporowaty rdzeń 
(typu „poroshell”) [172] oraz chromatografii oddziaływań hydrofilowych (HILIC, hydrophilic 
interaction chromatography)[173].  
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4.2. Detekcja związków polifenolowych.  
Przez wiele lat w chromatograficznej analizie związków naturalnych stosowana była 
najczęściej detekcja spektrofotometryczna [20,154,161,162,164,166,167,169];  dla kwasów 
fenolowych przy λ = 280 nm, flawonoidów 330 – 370 nm, zaś antocyjanin 530 – 580 nm. 
Metoda ta ma jednak stosunkowo niską czułość i nie jest selektywna w stosunku do 
związków polifenolowych. Dlatego często wymagane jest wstępne zatężanie analitów lub 
ich konwersja w inna postać chemiczną (derywatyzacja). Przykładowy chromatogram dla 
związków polifenolowych obecnych w próbkach miodów przedstawiono na rysunku 14. 
Próbki miodów do analizy HPLC przygotowywano przez przepuszczenie zakwaszonego 
wodnego roztworu przez złoże sorbentu Oasis HB [20]. Następnie sorbent przemywano 
zakwaszoną wodą, w celu usunięcia cukrów i innych polarnych interferentów, a anality 
wymywano metanolem.  
 
Rys. 14. Chromatogram ekstraktów z miodów rejestrowany przy 254 nm; kolumna Ascentis  
(C18, 150 mm x 4,6 mm, 5 µm, Supleco); elucja gradientowa: kwas mrówkowy (pH 2,7)/metanol; 
przepływ 1 ml/min; 1–kwas galusowy; 2–kwas 4-hydroksybenzoesowy; 3-kwas wanilinowy; 4–kwas 
kawowy; 5–kwas syryngowy; 7–rutyna; 8–kwercetyna; 9–kemferol [20]. 
 
Detektor fluorescencyjny oferuje większą czułość metody oznaczania niektórych 
polifenoli [20,174]. Wykazano, że kompleksowanie jonów metali, tj. jonów cynku, galu, 
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indu, glinu czy skandu zwiększa fluorescencję flawonoidów i fakt ten został wykorzystany  
w derywatyzacji pokolumnowej [162].  
Z uwagi na zdolność polifenoli do udziału w reakcjach redoks, wykorzystuje się 
również detekcję elektrochemiczną [175,176]. Czułość metody jest porównywalna  
z detekcją fluorymetryczną, jednak w przypadku elucji gradientowej linia podstawowa 
dryfuje i pojawiają się wysokie szumy. Poza tym związki polifenolowe mają właściwości 
adsorpcyjne i pojawia się problem z czyszczeniem powierzchni elektrody.   
Detektory spektrofotometryczne, fluorescencyjne czy elektrochemiczne nie są 
specyficzne dla związków polifenolowych. Zdarza się, że związki o podobnej budowie,  
np. izomery, mają bardzo zbliżone czasy retencji oraz widma UV-Vis i mogą być mylnie 
interpretowane. Jednoczesne oznaczenie obu związków staje się praktycznie niewykonalne. 
Łatwo także sygnał pochodzący od zanieczyszczenia próbki zinterpretować jako sygnał 
analitu. Problem ten rozwiązuje zastosowanie spektrometrii mas jako metody detekcji 
[177,178]. Spektrometria mas rejestruje stosunek masy do ładunku (m/z). Cząsteczki 
analizowane w spektrometrze muszą zatem posiadać ładunek elektryczny. W tym celu 
zastosowano źródło jonów, mające zadanie przeprowadzić wyciek z kolumny w fazę 
gazową i nadać ładunek cząsteczkom. W analizie związków polifenolowych najczęściej 
stosuje się jonizację poprzez elektrorozpylanie w polu elektrycznym (ESI, Electrospray 
Ionization) oraz jonizację chemiczną pod ciśnieniem atmosferycznym (APCI, Atmospheric 
Pressure Chemical Ionization). Dla aglikonów uzyskuje się podobny stopień jonizacji  
w przypadku obu źródeł [178], dla glikozydów natomiast skuteczniejsze okazało się 
elektrorozpylanie. Związki polifenolowe mogą być jonizowane zarówno do kationów  
[M+H]+, jak i do anionów [M-H]-. Zaleca się jonizację w trybie jonów ujemnych (do 
anionów), ponieważ w przypadku trybu jonów dodatnich powstają także addukty z jonami 
potasu i sodu, co może obniżyć czułość oznaczenia [171, 176].  
Wiązka zjonizowanych cząsteczek trafia do analizatora mas. Do najpopularniejszych 
analizatorów mas zalicza się kwadrupol, analizator czasu przelotu (TOF, Time of Flight) oraz 
pułapkę jonową [179]. Przy wykorzystaniu pojedynczego kwadrupola identyfikacja 
związków odbywa się na podstawie widma mas lub monitorowania wybranego jonu (SIM, 
Single Ion Monitoring). Spektrometria mas jest na tyle selektywna, że umożliwia oznaczanie 
związków nierozdzielonych chromatograficznie, ale różniących się stosunkiem m/z dla jonu 
pseudomolekularnego uzyskanego po jonizacji cząsteczki. Dość często stosowany jest układ 
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trzech kwadrupoli (układ tandemowy), z których środkowy pełni role komory zderzeń.  
W komorze tej może dojść do fragmentacji cząsteczki. Spektrometr taki może pracować  
w kilku trybach, z czego najbardziej dokładne ilościowe wyniki uzyskuje się  w trybie SRM 
(Single Reaction Monitoring) (Rys. 15).  
 
Rys. 15. Schemat graficzny pracy w trybie SRM [180]. 
 
Dzięki temu można wybrać konkretną wartość m/z w pierwszym analizatorze 
kwadrupolowym i skierować ją do drugiego analizatora, gdzie następuje fragmentacja. 
Wybrany jon fragmentacyjny trafia do trzeciego analizatora, a następnie do detektora. 
Znając warunki, przy których następuje dana fragmentacja, możemy wybrać kilka par  
jon pseudomolekularny/jon fragmentacyjny odpowiadające danemu analitowi. Można 
także oznaczać jednocześnie dwa związki o podobnych czasach retencji, a różnych 
ścieżkach fragmentacji. Zastosowanie spektrometrii mas ogranicza jednak rodzaj 
używanych eluentów. Stosowany jest dodatek kwasu mrówkowego, octowego lub 
trifluorooctowego (w przypadku jonizacji ujemnej) lub amoniaku (w przypadku jonizacji 
dodatniej) do mieszanin wody z metanolem lub acetonitrylem. Ograniczenie to może być 
przyczyną niecałkowitego rozdzielenia wszystkich analitów w próbce.    
Spośród wymienionych detektorów najniższe granice oznaczalności dla związków 
polifenolowych uzyskiwane są dla spektrometrii mas, dlatego jej zastosowanie w analizie 
żywności z każdym rokiem rośnie, a dla laboratoriów pomiarowych, sprzęt staje się coraz 
bardziej dostępny. 
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5. Metody wykorzystujące tworzenie kompleksów z jonami Al(III) 
Zdolność flawonoidów, zawierających ugrupowania orto-dihydroksylowe w pierścieniu  
A lub B, do tworzenia kompleksów z jonami glinu wykorzystano do oznaczenia ich 
całkowitej zawartości w badanych próbkach naturalnych. Szczególnie chętnie połączenia 
kompleksowe tworzone są więc przez cząsteczki flawonów i flawonoli. Stechiometria 
powstających kompleksów jest uzależniona zarówno od wzajemnego stosunku stężeń jonu 
metalu do ligandu, jak i od środowiska reakcji oraz rodzaju rozpuszczalnika. W środowisku 
kwaśnym np. kwercetyna tworzy z jonami Al(III) kompleksy o stechiometrii M:L=1:1,  
a w środowisku obojętnym i zasadowym możemy obserwować połączenia o stechiometrii 
M:L=1:2 oraz 2:1 [181]. W tabeli 6 przedstawione zostały długości fali absorpcji dla 
odpowiednich kompleksów oraz miejsce kompleksowania jonu glinu w cząsteczce 
kwercetyny w zależności od środowiska reakcji. Największą trwałością charakteryzuje się 
kompleks kwercetyny z jonami Al(III) o stechiometrii 1:1, w którym jon metalu związany 
jest z grupą hydroksylową przy 3 atomie węgla w pierścieniu C. 
 
Tabela 6. Charakterystyka kompleksów Al(III)-kwercetyna [181]. 
Środowisko Al:Q λ max (nm) Miejsce koordynacji jonu metalu 
Metanol 1:1 
1:2 
2:1 
425 
428 
456 
3 (log β =12,3) oraz 5 (log β =6,5) 
 
3`4`(log β =6,7) 
Metanol + HCl 1:1 
2:1 
425 5 
3 
Metanol + octan 
sodu 
1:2 
1:1 
2:1 
443 
 
456 
3`4` 
 
3`4` oraz 3 
 
Rodzaj rozpuszczalnika również wpływa na stechiometrię powstałego kompleksu. 
Środowisko metanolu sprzyja powstawaniu kompleksu kwercetyny z Al(III) o stechiometrii 
M:L=1:2. W obecności acetonitrylu, propanolu lub mieszaniny metanol-acetonitryl (1:1) 
dominuje kompleks o składzie M:L=1:1 (Rys. 16) [182]. 
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Rys. 16. Widma UV/VIS roztworów kwercetyny i jonów Al(III) (po 100 µmol/L) w różnych 
rozpuszczalnikach: 1-metanol; 2-acetonitryl; 3-propanol; 4-metanol/acetonitryl (1:1) [182]. 
 
W Tabeli 7 przedstawiono dane literaturowe na temat charakterystyki kompleksów innych 
flawonoidów z jonami Al(III), a ich przykładowe struktury na rysunku 17.   
 
Tabela 7. Kompleksy flawonoidów z jonami Al(III). 
Flawonoid 
Stechiometria kompleksu 
Al:L 
λ max (nm) 
Kwercetyna 2:1 [183,184] 
1:2 [182] 
1:1 [184,185] 
440 [183] 
430-440 [182] 
Rutyna 2:1; 3:2 [183] 
3:1[186] 
387 [183] 
Galangina 1:1 [183] 415 [183] 
Kemferol 1:2 [182] 430-440 [182] 
Katechina 1:1[186] 386 [186] 
Moryna 1:1; 1:2 [184] 
1:1; 2:1 [187] 
420 [184] 
421 [185] 
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Kompleks Al(III) z kwercetyną (M:L 2:1)  Kompleks Al(III) z galanginą (M:L 1:1) 
 
 
 
 
 
 
Kompleks Al(III) z rutyną (M:L 3:2) (Rut – rutynoza) 
 
Rys. 17. Przykładowe struktury kompleksów kwercetyny, rutyny i galanginy z Al(III) [183]. 
 
 
Na podstawie zdolności tworzenia połączeń kompleksowych przez flawonoidy 
zaproponowano metodę nazywaną metodą oznaczania ich całkowitej zawartości [188]. 
Metoda ta polega na pomiarze absorbancji przy długości fali charakterystycznej dla 
kompleksu flawonoidów z jonami Al(III). W literaturze istnieje jednak dowolność w wyborze 
warunków prowadzenia reakcji kompleksowania i pomiaru. Stosowane jest różne stężenie 
soli glinu, różne środowisko reakcji, a także różne czasy reakcji. Istnieje też różnorodność  
w wyborze długości fali, przy której wykonuje się pomiar. Wyniki prezentowane są  
w postaci równoważników różnych substancji wzorcowych. W niektórych procedurach 
stosowany jest także dodatek roztworu NaNO2, który dawniej służył do oznaczania 
związków zawierających w swojej strukturze pierścień z podstawnikami  
orto-dihydroksylowymi [188]. Z tego powodu porównanie wyników otrzymanych dla tego 
samego rodzaju próbki staje się niemożliwe. Przykłady różnorodności warunków 
stosowanych w tej reakcji zebrane z danych literaturowych przedstawiono w Tabeli 8. 
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Tabela 8. Literaturowe warunki pomiarów całkowitej zawartości flawonoidów. 
 
Próbka 
Stężenie 
Al(III) 
Dodatek do 
środowiska 
Czas 
[min] 
λmax 
[nm] 
Substancja 
wzorcowa 
Odnośnik 
Preparat 
ziołowy 
10% 
1 kropla  HCl 
40 404 
Rutyna 189 
Propolis 
2% 
5% bezwodny 
CH3COOH w MeOH  
30 415 
Galangina 190 
Zioła 2% - 60 420 Kwercetyna 191 
Zioła 1.5% - 2 415 Kwercetyna 192 
Oregano 2% - 10 430 Rutyna 193 
Aronia 10% CH3COOK 30 415 Kwercetyna 194 
Owoce 2% - 10 415 Katechina 195 
Zioła  10% CH3COOK 30 415 Rutyna 196 
Zioła 0.1 mol/L CH3COOK 20 410 Rutyna 197 
Herbata 25 g/L CH3COONa 15 430 Rutyna 198 
Miód 10% NaNO2 + NaOH   11 510 Kwercetyna 199 
Wino 1% NaNO2 + NaOH   5 510 Katechina 200 
Imbir 10% NaNO2 + NaOH   10 430 Kwercetyna 201 
Kapusta 10% NaNO2 + NaOH   6 510 Kwercetyna 202 
Zioła 10% NaNO2 + NaOH   5 510 Kwercetyna 203 
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Zbadano wartości absorbancji przy 415 nm dla roztworów 15 wybranych 
flawonoidów należących do różnych grup, z AlCl3 w środowisku octanu potasu (Tabela 9) 
[204]. Spośród badanych związków największe wartości uzyskano dla kompleksów 
flawonów i flawonoli. Zastosowana metoda nie jest więc specyficzna w stosunku do 
wszystkich flawonoidów. Autorzy publikacji, w których ta metoda jest wykorzystywana, 
nie zamieszczają zazwyczaj rejestrowanych widm UV-Vis, tylko podają wartość 
absorbancji.  
 
Tabela 9. Absorbancja kompleksów glinu z wybranymi flawonoidami [204]. 
Flawonoidy Absorbancja (415 nm) 
Flawony 
Apigenina 0,037   
Luteolina 0,391   
Chryzyna 0,032  
Flawonole 
Kwercetyna 0,451  
Kemferol 0,427  
Mirycetyna 0,471  
Rutyna 0,191  
Flawonony 
Naryngina 0,016  
Naryngenina 0,016  
Izoflawony 
Genisteina 0,023  
Daidzenina 0,000  
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CZĘŚĆ EKSPERYMENTALNA 
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6. Aparatura, odczynniki i stosowane procedury pomiarowe 
6.1. Stosowane odczynniki 
 Metanol, czystość chromatograficzna, Merck 
 Kwas solny, cz.d.a. POCH 
 Kwas azotowy, cz.d.a. POCH 
 Chlorek glinu 
 Azotan (V) glinu 
 Octan etylu 
 Wodorotlenek sodu 
 Kwas mrówkowy, cz. d. a., POCH 
 Woda dejonizowana, Milipore Mili – Q Plus System 
 Azotan (III) sodu  
 Nadchloran litu uwodniony, cz. d. a., BDH Chemicals 
 Octan amonowy, cz. d. a., Odczynniki Chemiczne Lublin 
 Azotan potasu, cz. d. a., POCH 
 Węglan wapnia, cz. d. a., POCH 
Odczynniki do sporządzania roztworów wzorcowych: 
 Kwercetyna, cz. d. a., Sigma-Aldrich 
 Rutyna, cz. d. a., Merck 
 Naryngenina, cz. d. a., Sigma-Aldrich 
 Naryngina, cz. d. a., Sigma-Aldrich 
 Katechina, cz. d. a., Sigma-Aldrich 
 Mirycetyna, cz. d. a., Sigma-Aldrich 
 Genisteina, cz. d. a., Sigma-Aldrich 
 Luteolina, cz. d. a., Sigma-Aldrich  
 Apigenina, cz. d. a., Sigma-Aldrich 
 Kemferol, cz. d. a., Sigma-Aldrich 
 Ramnetyna, cz. d. a., Sigma-Aldrich 
 Hesperydyna, cz. d. a., Sigma-Aldrich 
 Kwas galusowy, cz. d. a., Sigma-Aldrich 
 Kwas syryngowy, cz. d. a., Sigma-Aldrich 
 Kwas askorbinowy, cz. d. a., Polfa Kraków 
 Kwas chlorogenowy, cz. d. a., Sigma-Aldrich  
 Kwas kawowy, cz. d. a., Sigma-Aldrich 
 Kwas 2,4-dihydroksybenzoesowy, cz. d. a., Sigma-Aldrich 
 Kwas 3,4-dihydroksybenzoesowy, cz. d. a., Sigma-Aldrich 
 Kwas synapowy, cz. d. a., Sigma-Aldrich 
 Kwas ferulowy, cz. d. a., Sigma-Aldrich 
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 Kwas wanilinowy, cz. d. a., Sigma-Aldrich 
 Kwas 4-kumarowy, cz. d. a., Sigma-Aldrich 
 Kwas trans-cynamonowy, cz. d. a., Sigma-Aldrich 
 Kwas 4-hydroksybenzoesowy, cz. d. a., Sigma-Aldrich 
 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl, cz. d. a., Aldrich 
 Kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-karboksylowy (Troloks),  
cz. d. a., Sigma - Aldrich 
 Odczynnik Folina – Ciocalteu, cz. d. a., Sigma-Aldrich 
 Neokuproina, cz. d. a., Sigma-Aldrich 
 Chlorek cynku bezwodny, cz. d. a., POCH 
 Chlorek miedzi (II), cz. d. a., POCH 
 Chlorek niklu, cz. d. a., POCH 
 Chlorek manganu (II), cz. d. a., POCH 
 Chlorek glinu, cz. d. a., Fluka Chemika 
 Octan ołowiu uwodniony (trihydrat), cz. d. a., POCH 
 Chlorek żelaza (III), cz. d. a., Sigma-Aldrich 
 
6. 2 Aparatura pomiarowa 
 Chromatograf cieczowy firmy Shimadzu (Japonia): 
o pompa wysokociśnieniowe LC20-AD, 
o degazer DGU-20A5, 
o autosampler SIL 20, 
o termostat kolumn CTO-20AC, 
o detektor UV SPD 20A,  
o kontroler  CBM20A. 
 Kolumna Kinetex, C-18 (100 x 2,1 mm; 2,6 µm) (Phenomenex, USA) z prekolumną 
 Spektrometr mas 3200 QTRAP (Applied Biosystem/MDS SCIEX, Kanada),  
źródło jonów: ESI 
 Mineralizator mikrofalowy ETHOS: Milestone, Ethos, Advanced Microwave 
Digestion System 
 Spektrometr ICP-MS typ Elan 9000 Perkin Elmer 
 Atomowy spektrometr absorpcyjny z atomizacją w płomieniu Perkin Elmer 
 Spektrofotometr UV-Vis Lambda 20 Perkin Elmer  
 CH Instruments Electrochemical Analyzer 830b 
 Thermoblock TB-951U 
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6.3. Stosowane procedury pomiarowe 
6.3.1. Chromatograficzne oznaczanie związków polifenolowych 
Chromatograficzne rozdzielenie polifenoli prowadzono z wykorzystaniem kolumny  
C18 Kinetex (100 x 2,1 mm; 2,6 µm). Do elucji użyto mieszaniny acetonitrylu i wodnego 
roztworu kwasu mrówkowego (2 mmol/L, pH 2,8). Eluenty przed analizą były 
odgazowywane w płuczce ultradźwiękowej przez 30 minut. Zastosowano elucję 
gradientową (Tabela 10). Prędkość fazy ruchomej wynosiła 0,2 mL/min. Dozowano 5 µL 
próbki. Ciśnienie, jakie w tych warunkach ustaliło się w układzie wynosiło 24,9 MPa.  
 
Tabela 10. Warunki elucji gradientowej stosowane w analizie polifenoli w metodzie HPLC-MS. 
Czas [min] Zawartość acetonitrylu [%] 
5 20 
10 25 
15 25 
20 30 
25 30 
30 90 
31 90 
32 20 
   
Oznaczenie jakościowe i ilościowe wykonano na podstawie sygnałów uzyskanych ze 
spektrometru mas. Dodatkowo prowadzono jednoczesną detekcję spektrofotometryczną. 
Rejestrowano chromatogramy przy 254 i 320 nm. Detekcja spektrofotometryczna miała 
posłużyć jako wsparcie dla detekcji mas.  
W celu identyfikacji związków rejestrowano więc widma MS, stosując jako metodę 
jonizacji elektrorozpylanie. Widma były zbierane w zakresie m/z od 50 do 1500 w trybie 
jonów ujemnych. Napięcie na kapilarze w źródle jonów wynosiło -4,5 kV. Temperaturę 
kapilary ustalono na 450 C, ciśnienie gazu kurtynowego wynosiło 0,3 MPa. 
Analizę ilościową przeprowadzono wykorzystując krzywe kalibracji roztworów 
wzorcowych flawonoidów i kwasów polifenolowych o stężeniach: 0,1; 0,5; 1; 2,5; 5 mg/L.  
Próbki ekstraktów przed pomiarem przesączano przez filtry membranowe o średnicy 
porów 0,22 µm. 
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6.3.2.  Oznaczanie jonów metali 
W celu oznaczenia wybranych jonów metali zastosowano technikę spektrometrii mas ze 
wzbudzeniem w plazmie indukcyjnie sprzężonej (ICP-MS, Inductively coupled plasma mass 
spectrometry). W celu osiągnięcia najwyższej czułości i stabilności, optymalne warunki 
oznaczenia były ustalane tuż przed pomiarem. Oznaczano jony miedzi, kobaltu, cynku, 
niklu i ołowiu. Do oznaczenia ilościowego stosowano izotopy Cu-63, Co-59, Zn-66, Ni-61, 
Pb-208. Prędkość przepływu argonu wynosiła 15 L/min. Gaz rozpylający dostarczany był 
do układu z prędkością 0,74 L/min. Liczbę powtórzeń jednego pomiaru ustalono na 6. 
Jako wzorca wewnętrznego użyto izotopu rodu 103Rh. By ograniczyć błędy pomiarowe 
przemywano układ pomiędzy próbkami 1% kwasem azotowym(V). Do oznaczeń 
ilościowych zastosowano metodę krzywej kalibracji przygotowując wzorce poprzez 
rozcieńczenie wzorca wielopierwiastkowego do ICP-MS IV (Merck, Niemcy), o stężeniach 
od 0,1 do 100 µg/L. 
Jony Fe i Mn oznaczono przy użyciu absorpcyjnej spektrometrii atomowej ze 
wzbudzeniem w płomieniu (FAAS – Flame Atomic Absorption Spectroscopy), gdyż nie 
udało się ustalić wystarczająco dobrych warunków, umożliwiających oznaczenie tych 
jonów za pomocą spektrometrii mas. Zastosowanie plazmy jako źródła atomizacji 
powoduje powstanie interferencji. Jako źródła światła zostały wykorzystane lampy  
z katodą wnękową jednoelementowe firmy Phototron. Prąd lampy w przypadku Fe 
wynosił 10 mA, zaś w przypadku Mn – 11 mA. Do oznaczenia jonów Fe detektor 
ustawiono na 248,3 nm, natomiast do oznaczenia Mn – 279,5 nm. W przypadku obu 
pierwiastków użyto płomienia utleniającego z mieszaniny sprężonego powietrza  
i acetylenu. Krzywą kalibracji wykonano przed pomiarem próbek, rozcieńczając wzorce 
Merck o stężeniu 1 g/l, przeznaczone do atomowej spektroskopii absorpcyjnej. Wykonano 
krzywe kalibracji w zakresie od 0,1 do 10 mg/l. W całym zakresie wykazywały liniowość. 
Przed oznaczaniem jonów metali w próbkach materiału referencyjnego 
sporządzono krzywe kalibracji. W przypadku metody ICP-MS sporządzono trzypunktowe 
krzywe, przechodzące przez punkt (0,0), zaś w przypadku FAAS pięciopunktowe, również 
przechodzące przez punkt (0,0). Krzywe były liniowe w całym zakresie badanych stężeń 
(R2>0,995). Otrzymując wynik dla ślepej próby, wyznaczono granice oznaczalności  
(Tabela 11). 
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Tabela 11. Wartości granic oznaczalności dla jonów metali. 
 
 
Ślepa próba 
[µg/L] 
SD [µg/L] 
G.O. [µg/L] 
średnia + 6*SD 
ICP-MS 
Cu 0,119 0,0075 0,164 
Co 0,0110 0,0015 0,0200 
Pb 0,0210 0,0020 0,0330 
Ni 0,0570 0,0015 0,0660 
Zn 0,0650 0,0015 0,0740 
FAAS 
Fe 0,0060 0,0160 90,0 
Mn 0,0010 0,0020 11,0 
 
W celu optymalizacji procesu mineralizacji analizowany był certyfikowany materiał 
odniesienia CRM liści herbaty czarnej (Tea Leveas INCT-TL-1). Ustalono, że do wykonania 
dokładnej mineralizacji należy w bombie teflonowej umieścić 250 mg zmielonych liści 
herbaty i dodać 2 mL stężonego HNO3 oraz 1 mL stężonego HClO4. Program 
mineralizatora (kuchenka mikrofalowa Whirlpool, JT 368WH, Jet Chef), ustawiano zgodnie 
z wartościami podanymi w Tabeli 12, tak, aby temperatura mineralizacji nie przekroczyła 
200° C na żadnym etapie procesu. Po ostudzeniu roztworów, dodawano 200 µL stężonego 
HF i kolejny raz umieszczano mieszaninę w mineralizatorze. 
 
Tabela 12. Program mineralizatora mikrofalowego do mineralizacji liści herbaty. 
Czas 
[min.] 
Moc [W] 
3 160 
2 0 
4 350 
2 0 
5 750 
2 0 
6 1000 
 
Po mineralizacji przenoszono ilościowo zawartość bomb do kolb miarowych o objętości 
25 mL i uzupełniano wodą destylowaną. W zmineralizowanych próbkach CRM (6 próbek) 
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oznaczono stężenia wybranych elementów i porównano z dołączonym certyfikatem 
(Tabela 13).   
Tabela 13. Dokładność mineralizacji liści herbaty. 
 
CERTYFIKAT [mg/kg] 
 
OZNACZENIE [mg/kg] 
 
średnia zakres średnia zakres 
ICP-MS 
Cu 20,4 18,9 - 21,9 21,2 19,0 - 23,4 
Co 0,387 0,3450- 0,429 0,400 0,376 - 0,424 
Pb 1,78 1,54 - 2,02 1,54 1,39 - 1,69 
Ni 6,12 5,60 - 6,64 6,374 6,03 - 6,72 
Zn 34,7 32,00 - 37,40 34,2 31,61 - 36,73 
FAAS 
Fe 432,0* - 459,1 442,7 - 475,4 
Mn 1570 1460 - 1680 1380 1341 - 1419 
*
wartość szacunkowa 
W przypadku wszystkich metali oznaczanych techniką ICP-MS, wyznaczone stężenia 
mieściły się w zakresie podanym w certyfikacie. Wartość stężenia uzyskana dla żelaza 
była wyższa (o ok. 6%) od wartości podanej w certyfikacie. W przypadku jonów manganu 
uzyskano wynik nieco niższy w stosunku do certyfikatu.  
 
6.3.3.  Oznaczanie zdolności antyutleniających metodą z rodnikiem DPPH• 
Do 2,4 mL metanolowego roztworu DPPH• o stężeniu 3 x 10-5 mol/L dodawano 0,1 mL 
roztworu antyutleniacza i natychmiast rozpoczynano pomiar absorbancji przy długości fali 
λ = 515 nm. Badania kinetyki neutralizacji rodnika przez polifenole prowadzono przez  
30 minut.  
 
 
 
 
 
 
 
Rys. 18. Krzywa zależności absorbancji przy 515 nm od stężenia rodnika DPPH•. 
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6.3.4.  Oznaczanie zdolności antyutleniających metodą CUPRAC  
Do 1 mL roztworu CuCl2 o stężeniu 10
-2 mol/L dodawano 1 mL roztworu neokuproiny  
(7,5 x 10-3 M), 1mL buforu octanowego (1mol/L) o pH=7,0 i 0,6 mL H2O, a następnie  
0,5 mL roztworu flawonoidu lub próbki naparu herbacianego. Całkowita objętość 
roztworu wynosiła 4,1 mL. Pomiary absorbancji prowadzono przy długości fali 450 nm; 
bez inkubacji (po 30 minutach od chwili zmieszania roztworów) oraz z inkubacją (roztwory 
ogrzewano przez 20 minut w temperaturze 50° C). Jako związku standardowego do 
wyznaczenia właściwości antyutleniających użyto roztworu troloksu (Rys. 19),  
a pojemność antyoksydacyjną wyrażono jako stężenie troloksu na masę herbaty użytej do 
ekstrakcji. 
-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
0,0
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
z inkubacja
y= 1,829x + 0,2116
R
2
= 0,976
bez inkubacji
y= 1,787x + 0,1058
R
2
= 0,993
A
4
5
0
Troloks, mM
 
Rys. 19. Krzywa kalibracji wyznaczona dla troloksu w metodzie CUPRAC. 
 
 
6.3.5.  Oznaczanie zdolności antyutleniających metodą Folina-Ciocalteu  
Do 0,1 mL próbki dodawano 0,9 mL H2O i 0,1 mL handlowo dostępnego odczynnika  
Folina-Ciocalteu. Po 5 minutach dodawano 1 mL 7% roztworu Na2CO3 i 0,4 mL H2O. Po 
każdym dodatku odczynnika roztwór mieszano. Po upływie 50 minut mierzono 
absorbancję przy długości fali 765 nm. Zawartość związków polifenolowych wyrażono  
w przeliczeniu na kwas galusowy, po sporządzeniu krzywej kalibracji (Rys. 20). 
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Rys. 20. Krzywa kalibracji dla kwasu galusowego w metodzie Folina-Ciocalteu. 
 
 
6.3.6.  Oznaczanie zdolności antyutleniających metodami elektrochemicznymi 
 
Woltamperometria cykliczna 
Stosowano następujące elektrody: elektroda pracująca z węgla szklistego, elektroda 
odniesienia: chlorosrebrowa Ag|AgCl|(0,1mol/L)KCl|(1mol/L)KNO3, elektroda platynowa. 
Do 10 ml buforu nadchloranu litu o stężeniu 0,1 mol/L w metanolu dodawano 10 ml 
roztworu związku polifenolowego lub herbaty. Po usunięciu tlenu z roztworów 
pomiarowych rejestrowano woltamperogramy antyutleniaczy i herbat w zakresie 
potencjałów: od  -0,1 do 1,3 V, przy prędkości przemiatania 0,1 V/s. Po każdym pomiarze 
elektrody czyszczono metanolem, wodą, a następnie tlenkiem glinu. 
 
Potencjometria 
Potencjały redoks były mierzone przy użyciu elektrody platynowej jako elektrody 
wskaźnikowej oraz chlorosrebrowej jako elektrody odniesienia podłączonych do 
potencjometru, wg procedury opublikowanej przez Nicoli i współpracowników [205]. 
Kalibrację przeprowadzano dla układu Fe(CN)6
3-/ Fe(CN)6
4- w różnych stosunkach 
molowych. Przed pomiarem usuwano tlen z próbek za pomocą strumienia argonu przez 
10 minut. Potencjał utleniania-redukcji monitorowany był przez co najmniej 15 minut  
w temperaturze pokojowej (25° C), aż do momentu ustabilizowania sygnału.  
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6.3.7. Oznaczanie całkowitej zawartości flawonoidów metodą z jonami Al(III) 
W celu optymalizacji warunków oznaczenia całkowitej zawartości flawonoidów 
zastosowano pięć różnych roztworów Al(III): etanolowy 4% roztwór AlCl3, wodny roztwór 
AlCl3 (o różnych stężeniach: 10%, 4%, 2%) oraz wodny 10% roztwór Al(NO3)3. Stosowano 
następujące warianty przygotowania roztworów do pomiarów:  
1) 1 mL próbki + 0,3 mL wody + 0,5 mL 4% AlCl3w etanolu + 0,5 mL 1 mol/L HCl  
2) 1 mL próbki + 0,3 mL 5% NaNO2  + 0,5 mL 4% AlCl3w etanolu + 0,5 mL 1 mol/L HCl  
3) 1 mL próbki + 0,3 mL wody + 0,5 mL 4% AlCl3w etanolu + 0,5 mL 1 mol/L CH3COONH4  
4) 1 mL próbki + 0,3 mL 5% NaNO2 + 0,5 mL 4% AlCl3w etanolu + 0,5 mL 1 mol/L CH3COONH4 
5) 1 mL próbki + 0,3 mL wody + 0,5 mL 4% AlCl3w etanolu + 0,5 mL 1 mol/L NaOH  
6) 1 mL próbki + 0,3 mL 5% NaNO2 + 0,5 mL 4% AlCl3w etanolu + 0,5 mL 1 mol/L NaOH  
Następnie rejestrowano widma UV-Vis w zakresie 280–700 nm dla roztworu kwercetyny  
o stężeniu 100 µmol/L oraz dla roztworu katechiny o tym samym stężeniu. Związki te 
stosowane są najczęściej substancje wzorcowe przy wyznaczaniu całkowitej zawartości 
flawonoidów. Po wybraniu odpowiedniego stężenia jonów glinu i środowiska reakcji 
zarejestrowano widma wybranych związków polifenolowych w celu sprawdzenia 
selektywności metody na flawonoidy oraz wyznaczenia optymalnej długości fali. 
Następnie zarejestrowano widma próbek naturalnych w zoptymalizowanych warunkach. 
Próbki herbat przygotowywano analogicznie jak do analizy zawartości związków 
polifenolowych.  
 
6.4.  Badane próbki 
Badano 24 herbaty marki Lipton różnego rodzaju, dostępnych komercyjnie. Podzielono je 
na trzy grupy: herbaty czarne (zawierające sfermentowane liście herbaty – Camelia 
sinensis), zielone (zawierające słabo sfermentowane liście Camelia sinensis) oraz herbaty 
owocowo-ziołowe (nie zawierające liści Camelia sinensis). Próbki przygotowywano przez 
zaparzenie torebki herbaty w 100 mL gorącej wody (temp. 98° C) przez 10 minut. 
Następnie próbki pozostawiano do wystudzenia w temperaturze pokojowej pod 
szczelnym przykryciem, w miarę potrzeby rozcieńczano i przesączano przez filtr o średnicy 
porów 0,45 µm (Millipore).  W Tabeli 14 znajdują się nazwy handlowe badanych herbat 
oraz podany przez producenta skład. 
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Tabela 14. Skład badanych próbek herbat. 
Nazwa herbaty Skład 
Masa liści w 
torebce [g]   
Herbaty czarne 
Yellow label 
Herbata czarna 100% 
2,0 
Herbaty czarne aromatyzowane 
Pu-erh ananas 
Herbata czarna 73%, aromat, owoce 2,8% 
(ananas, maltodekstryna) 1,5 
Lemon 
Herbata czarna 86,6%, aromat cytrynowy 
10,7%, cytryna 2,7% 1,7 
Bangalore Palace 
Herbata czarna 81,6%, aromat naturalny 
18,5%, skórka pomarańczowa 6,9% 1,9 
Peach, mango 
Herbata czarna 75,6%, aromat brzoskwinia-
mango 20,2%, mango 1,4%, brzoskwinia 1,4%, 
morela 1,4% 
1,8 
Earl Grey 
Herbata czarna 89,3%, aromat 10,2%, płatki 
chabru 0,3%, płatki jaśminu 0,2% 1,8 
Gold tea 
Herbata czarna z plantacji Cejlonu 91,8%, 
aromat naturalny 7%, płatki nagietka 1,1% 1,8 
Indian Chai 
Herbata czarna Assam 82,5%, aromat 14,5%, 
jabłko 1,6%, płatki nagietka 0,7%, cynamon 
0,6%, imbir 0,1%, wanilia 0,01% 
1,5 
Kashmir Valley 
Herbata czarna 83,2%, aromat naturalny 8,7%, 
cynamon 5,8%, płatki róży 2,3% 1,8 
Forest fruit 
Herbata czarna 78,6%, aromat owoców 
leśnych 16,6%, truskawka 1,8%, malina 1%, 
czerwona porzeczka 1%, jeżyna 0,5%, wiśnia 
0,5% 
1,7 
Blue fruit 
Herbata czarna 80,1%, aromat owoców 
jagodowych 16,9%, jeżyna 0,9%, czarna 
porzeczka 0,9%, jagoda 0,6%, malina 0,6% 
1,8 
Tropical fruit 
Herbata czarna 83,7%, aromat owoców 
tropikalnych 11,7%, ananas 2,3%, skórka 
grejpfruta 2,3%, syrop cukrowy 
1,8 
Vanilia caramel 
Herbata czarna 75%, aromat karmelowo-
waniliowy 18,9%, karmel 5,7% (karmel, 
skrobia), laski wanilii 0,4% 
1,7 
Citrus 
Herbata czarna 76,9 %, aromat cytrusowy 
17,5%; skórki owoców: cytryny 1,4%; limonki 
1,4%; grejpfruta 1,4%; pomarańczy 1,4% 
1,8 
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Herbaty zielone aromatyzowane 
Asian Temple 
Herbata zielona 78,3%, aromat naturalny 19,3%, 
płatki róży 0,9%, płatki fiołka 0,8%, płatki 
jaśminu 0,8% 
1,8 
White tea 
Herbata zielona z dodatkiem białej 99,3%, 
 aromat 0,7% 1,6 
Clear green citrus 
Herbata zielona 91,9%, naturalny aromat 
grejpfruta 6%, skórki cytrusów (cytryny, limonki, 
pomarańczy, grejpfruta) 2,1% 
1,3 
Clear green mint 
Herbata zielona 84,2%, Naturalny aromat 
miętowy 7,9%, mięta 7,9% 1,3 
Green Indonesia 
Herbata zielona 98,8%, aromat naturalny 1,2% 
1,8 
Mandarin, orange 
Herbata zielona 78,3%, aromat mandarynkowo-
pomarańczowy 15,5%, skórka mandarynki 1,2%, 
skórka pomarańczy 1,2%, 
1,8 
 
Herbaty owocowo-ziołowe 
Caribbean 
Dzika róża 77,8%, aromat 19,7%, liście 
pomarańczy, trawa cytrynowa, skórka 
pomarańczowa, lukrecja, hibiskus 1,6%, papaja 
1,3% 
1,8 
Char Ming 
Hibiskus 57,6%, dzika róża 24,7%, aromat 
14,4%, maltodekstryna, jeżyna 0,5%, czarna 
porzeczka 0,5%, malina 0,3%, jagoda 0,3% 
1,7 
Delight citrus 
Dzika róża 34,2%, skórka pomarańczy 18,2%, 
hibiskus 17,8, aromat 11,1%, jabłko 8,9%, 
trawa cytrynowa 7,1%, skórka cytryny 1,8%, 
skórka grejpfruta 0,9% 
2,0 
Summer fruit 
Dzika róża 40,2%, hibiskus 34,6%, aromat 
17,2%, liście słodkiej jeżyny 5,6%, truskawka 
0,9%, malina 0,9%, maltodekstryna 
2,0 
 
Oprócz herbat marki Lipton, w niektórych eksperymentach wykorzystano próbki win: 
czerwonego  Zinfandel 2011 (Kalifornia), białego Chenin Blanc 2011 (Płd. Afryka) oraz 
próbki soków marki Tarczyn: pomarańczowego, grejpfrutowego i jabłkowego. Próbki 
przed pomiarem były filtrowane oraz, w miarę potrzeby, rozcieńczane. 
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7. Wyniki i ich dyskusja 
7.1. Chromatograficzne oznaczanie związków polifenolowych  
W związku z tym, że herbata jest bogatym źródłem związków polifenolowych pierwszym 
etapem eksperymentów było wyznaczenie zawartości 24 wybranych związków 
polifenolowych w jej naparach. W tym celu zastosowano metodę wysokosprawnej 
chromatografii cieczowej sprzężonej ze spektrometrią mas. Analizę ilościową wykonano 
na podstawie zoptymalizowanych par SRM. Na etapie optymalizacji przeprowadzono 
fragmentację wybranych jonów pseudomolekularnych i zarejestrowano widma mas 
jonów potomnych. Stwierdzono, że kwasy polifenolowe ulegają fragmentacji najczęściej 
przez utratę cząsteczki CO2 lub utratę grupy metylowej. Flawonoidy, poza możliwością 
utraty małych fragmentów obojętnych, np. CO czy H2O, ulegają głównie rozpadom  
w obrębie pierścienia C, co  zaprezentowano na przykładzie naryngeniny na rysunku 21.  
 
 
 
Rys. 21. Schemat fragmentacji cząsteczki naryngeniny [206]. 
 
Jednym z mechanizmów rozpadu pierścienia C jest fragmentacja według reakcji 
retro Dielsa−Aldera (RDA).  W jej wyniku pęknięciu ulegają wiązania 1 i 3, co prowadzi do 
powstania fragmentów 1,3A- oraz 1,3B-. Dla glikozydów przy niższych energiach zderzeń 
obserwowane są fragmenty powstałe poprzez utratę cząsteczki cukru, gdyż wiązanie 
glikozydowe jest słabsze niż wiązania w cząsteczce flawonoidu. Wzrost wartości energii 
kolizyjnej prowadzi do fragmentacji aglikonu. 
Na podstawie znajomości ścieżek fragmentacji flawonoidów i obecności sygnałów  
o określonej wartości m/z można określić liczbę różnych grup funkcyjnych. Stopień 
fragmentacji cząsteczki zależy od wartości energii kolizji (CE, collision energy).  
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Na rysunku 22 przedstawiono widma naryngeniny zarejestrowane w trybie jonów 
ujemnych przy zastosowaniu trzech różnych wartości CE.  
 
 
 
 
 
Rys. 22. Zależność widma mas od wartości energii kolizyjnej dla naryngeniny. 
 
Dla CE o wartości 10 V obserwujemy głównie sygnał przy m/z 271, odpowiadający 
jonowi pseudomolekularnemu, gdyż masa cząsteczkowa naryngeniny wynosi 272. Przy 
wzroście energii do 30 V obserwujemy sygnał przy m/z 151, świadczący o powstawaniu 
fragmentu 1,3A-. Dalsze podwyższanie energii zderzeń prowadzi do rozpadu fragmentu  
o m/z 151 na mniejsze fragmenty. Optymalizacja metody polega więc na wybraniu jonu 
pseudomolekularnego oraz jonu fragmentacyjnego fragmentu i znalezieniu takiej wartości 
energii kolizyjnej, przy której dla danej pary SRM, uzyskuje się największą czułość. W ten 
sposób poszczególne pary SRM zostały zoptymalizowane dla badanych związków 
polifenolowych (Tabela 15).  
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Tabela 15. Zoptymalizowane warunki oznaczania polifenoli za pomocą spektrometrii mas. 
Nazwa związku Czas retencji 
[min] 
SRM CE [V] 
Kwas galusowy 2,11 169/125 -20 
3,4- DHBA 2,34 153/109 -18 
Kwas chlorogenowy 2,39 353/191 -22 
p - HPA 2,86 151/107 -12 
p - HBA 2,92 137/93 -18 
Kwas kawowy 2,98 179/135 -24 
Kwas syringowy 3,04 197/182, 
197/167 
-18 
Kwas waniliowy 3,06 167/152,  
167/123 
-16 
2,4- DHBA 3,35 153/109 -18 
Naryngina 3,44 579/271 -52 
Rutyna 3,50 609/300 -56 
Kwas p-kumarynowy 4,22 163/119 -18 
Kwas synapowy 4,51 223/121 -38 
Kwas ferulowy 4,77 193/134, 
193/178 
-20 
Hesperydyna 5,83 609/301 -30 
Mirycetyna 8,06 317/151 -26 
Kwas trans-cynamonowy 13,3 147/103 -14 
Luteolina 14,4 285/133 -44 
Kwercetyna 14,5 301/151 -30 
Naryngenina 18,6 271/151, 
271/119 
-26 
Genisteina 19,4 269/133 -52 
Apigenina 20,6 269/117 -42 
Kemferol 21,8 285/151 -25 
Ramnetyna 30,9 315/165 -30 
 
Zastosowanie trybu SRM dla poszczególnych polifenoli pozwala wyeliminować szumy  
i obniżyć granice oznaczalności (G.O.), których wyznaczone wartości przedstawione 
zostały w Tabeli 16. Granice oznaczalności zostały wyznaczone poprzez zmniejszanie 
stężenia analitów, aż do najmniejszej wykrywalnej wartości. Stężenie analitu dla którego 
zarejestrowano najmniejszy sygnał mnożono przez 6 i uzyskiwano wartości G.O. 
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Tabela 16. Granice oznaczalności związków polifenolowych. 
Nazwa związku polifenolowego G.O. [mg/L] 
Kwas p-kumarowy, kwas ferulowy 0,0005 
Kwas chlorogenowy, genisteina, kwas waniliowy, kwas 
synapowy, 3,4-DHBA, kwas kawowy, kwas galusowy, kwas 
syringowy, rutyna, naryngina, ramnetyna, luteolina 
0,001 
Hesperydyna, 2,4-DHBA, apigenina, mirycetyna 0,005 
p-HBA 0,01 
Kwercetyna 0,03 
p-HPA 0,05 
Naryngenina, kemferol 0,1 
Kwas trans-cynamonowy 0,2 
 
Krzywe kalibracji wykazywały liniową odpowiedź w zakresie od 0,05 µg/L do 10 mg/L. 
Badane flawonoidy oznaczono czterokrotnie dla każdej próbki. Zawartość kwasów 
polifenolowych w badanych naparach herbat przedstawiono w Tabeli 17, flawonoidów - 
w Tabeli 18, a katechin – w Tabeli 19.  
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Tabela 17. Zawartość kwasów polifenolowych w badanych naparach herbat [mg/L].  
Herbata p-HBA galusowy kawowy syringowy 2,4-
DHBA 
3,4-
DHBA 
ferulowy waniliowy kumarowy chlorogenowy 
Herbaty czarne 
Yellow label 0,085 
±0,003 
8,48 
±0,293 
0,020 
±0,001 
0,014 
±0,001 
0,515 
±0,045 
0,089 
±0,004 
0,045 
±0,002 
0,020 
±0,001 
0,488 
±0,023 
1,93 
±0,013 
Herbaty czarne aromatyzowane 
Pu-erh ananas 0,315 
±0,012 
16,50 
±0,376 
0,015 
±0,001 
0,009 
±0,0003 
0,282 
±0,012 
0,900 
±0,069 
0,021 
±0,001 
0,074 
±0,002 
0,327 
±0,021 
0,270 
±0,009 
Lemon  0,059 
±0,001 
9,66 
±0,254 
0,023 
±0,001 
0,014 
±0,001 
0,299 
±0,014 
0,232 
±0,010 
0,031 
±0,001 
0,014 
±0,001 
0,249 
±0,016 
1,83 
±0,053 
Bangalore Palace 0,070 
±0,002 
11,05 
±0,343 
0,023 
±0,001 
0,020 
±0,001 
0,278 
±0,013 
0,348 
±0,023 
0,038 
±0,001 
0,026 
±0,001 
0,279 
±0,013 
2,11 
±0,078 
Peach, mango 0,034 
±0,001 
7,35 
±0,244 
0,023 
±0,001 
0,015 
±0,001 
0,299 
±0,014 
0,064 
±0,002 
0,034 
±0,001 
0,011 
±0,0004 
0,189 
±0,008 
2,40 
±0,065 
Earl Grey 0,072 
±0,003 
11,05 
±0,329 
0,026 
±0,002 
0,018 
±0,001 
0,292 
±0,014 
0,418 
±0,027 
0,038 
±0,001 
0,018 
±0,001 
0,336 
±0,016 
2,23 
±0,059 
Gold tea 0,064 
±0,003 
12,05 
±0,378 
0,031 
±0,002 
0,021 
±0,001 
0,327 
±0,017 
0,177 
±0,010 
0,035 
±0,001 
0,016 
±0,001 
0,251 
±0,012 
2,05 
±0,071 
Indian Chai 0,086 
±0,003 
7,72 
±0,167 
0,019 
±0,001 
0,016 
±0,001 
0,256 
±0,012 
0,133 
±0,007 
0,040 
±0,002 
0,020 
±0,001 
0,394 
±0,017 
0,93 
±0,056 
Kashmir Valley 0,062 
±0,002 
10,65 
±0,301 
0,021 
±0,001 
0,009 
±0,0004 
0,307 
±0,003 
0,311 
±0,022 
0,027 
±0,001 
0,193 
±0,007 
0,223 
±0,011 
1,77 
±0,033 
Forest fruit 0,045 
±0,001 
5,59 
±0,092 
0,020 
±0,001 
0,014 
±0,001 
0,275 
±0,017 
0,240 
±0,016 
0,025 
±0,001 
0,022 
±0,001 
0,222 
±0,010 
1,72 
±0,045 
Blue fruit 0,039 
±0,001 
6,32 
±0,111 
0,018 
±0,001 
0,013 
±0,001 
0,250 
±0,010 
0,159 
±0,005 
0,025 
±0,001 
0,082 
±0,003 
0,177 
±0,007 
1,77 
±0,039 
Tropical fruit 0,064 
±0,002 
8,51 
±0,150 
0,023 
±0,001 
0,036 
±0,003 
0,446 
±0,021 
0,139 
±0,003 
0,036 
±0,002 
0,014 
±0,001 
0,275 
±0,013 
1,72 
±0,042 
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średnia + SD (n=3) 
Vanilia caramel 0,325 
±0,021 
7,03 
±0,133 
0,024 
±0,001 
0,018 
±0,001 
0,300 
±0,015 
0,079 
±0,002 
0,043 
±0,002 
0,101 
±0,003 
0,196 
±0,009 
2,20 
±0,051 
Citrus 0,084 
±0,005 
7,94 
±0,139 
0,031 
±0,001 
0,014 
±0,001 
0,252 
±0,011 
0,273 
±0,014 
0,060 
±0,003 
0,022 
±0,001 
0,362 
±0,015 
1,60 
±0,037 
Herbaty zielone aromatyzowane 
Asian Temple 0,035 
±0,001 
3,06 
±0,068 
0,017 
±0,001 
< G.O. 0,144 
±0,008 
0,151 
±0,004 
0,012 
±0,0004 
0,014 
±0,001 
0,130 
±0,008 
3,33 
±0,071 
White tea 0,038 
±0,001 
3,75 
±0,077 
0,013 
±0,001 
0,004 
±0,0002 
0,255 
±0,011 
0,516 
±0,026 
0,022 
±0,001 
0,012 
±0,0005 
0,122 
±0,008 
3,68 
±0,073 
Clear green citrus 0,039 
±0,002 
1,20 
±0,024 
< G.O. 0,009 
±0,0003 
0,155 
±0,007 
0,242 
±0,012 
0,013 
±0,001 
0,013 
±0,0004 
0,116 
±0,004 
1,72 
±0,036 
Clear green mint 0,055 
±0,002 
2,70 
±0,035 
0,058 
±0,002 
0,013 
±0,001 
0,203 
±0,007 
0,201 
±0,012 
0,021 
±0,001 
0,028 
±0,001 
0,119 
±0,005 
1,29 
±0,023 
Green Indonesia 0,078 
±0,003 
1,89 
±0,009 
< G.O. 0,002 
±0,0001 
0,174 
±0,004 
0,090 
±0,003 
0,015 
±0,001 
0,010 
±0,0003 
0,062 
±0,003 
4,42 
±0,113 
Mandarin, orange 0,027 
±0,001 
3,06 
±0,016 
0,016 
±0,001 
0,003 
±0,0001 
0,165 
±0,005 
0,241 
±0,013 
0,020 
±0,001 
0,010 
±0,0003 
0,088 
±0,003 
3,98 
±0,105 
Herbaty owocowo-ziołowe 
Caribbean 0,079 
±0,003 
0,050 
±0,001 
0,041 
±0,002 
0,009 
±0,0003 
0,027 
±0,001 
0,093 
±0,002 
0,102 
±0,003 
0,213 
±0,011 
0,313 
±0,019 
0,190 
±0,003 
Char Ming  0,030 
±0,001 
0,060 
±0,002 
0,121 
±0,008 
0,188 
±0,010 
0,064 
±0,002 
0,125 
±0,003 
0,032 
±0,003 
0,051 
±0,002 
0,0586 
±0,024 
2,72 
±0,049 
Delight citrus 0,053 
±0,002 
0,050 
±0,001 
0,052 
±0,002 
0,052 
±0,003 
0,033 
±0,001 
0,282 
±0,007 
0,101 
±0,003 
0,062 
±0,002 
0,239 
±0,017 
1,74 
±0,038 
Summer fruit 0,035 
±0,001 
0,073 
±0,003 
0,076 
±0,003 
0,094 
±0,005 
0,088 
±0,003 
0,122 
±0,004 
0,021 
±0,003 
0,113 
±0,006 
0,098 
±0,005 
2,44 
±0,047 
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Tabela 18. Zawartość flawonoidów w badanych naparach herbat [mg/L].  
Herbata hesperydyna mirycetyna kwercetyna luteolina ramnetyna naryngina rutyna 
Herbaty czarne 
Yellow label < G.O. < G.O. 0,168 
±0,011 
0,009 
±0,0001 
0,003 
±0,0001 
< G.O. 16,25 
±0,688 
Herbaty czarne aromatyzowane 
Pu-erh ananas < G.O. 0,019 
±0,001 
0,394 
±0,019 
0,004 
±0,0001 
0,003 
±0,0001 
< G.O. 6,30 
±0,279 
Lemon 0,146 
±0,009 
< G.O. 0,051 
±0,002 
< G.O. 0,038 
±0,001 
0,009 
±0,0001 
9,34 
±0,259 
Bangalore 
Palace 
< G.O. < G.O. 0,035 
±0,001 
< G.O. 0,005 
±0,0001 
2,91 
±0,065 
8,95 
±0,260 
Peach, mango < G.O. 0,013 
±0,001 
0,080 
±0,003 
< G.O. 0,002 
±0,0001 
0,012 
±0,0004 
11,60 
±0,311 
Earl Grey < G.O. 0,012 
±0,0004 
0,097 
±0,003 
0,002 
±0,0001 
0,003 
±0,0001 
0,004 
±0,0001 
12,75 
±0,314 
Gold tea < G.O. 0,009 
±0,0003 
0,115 
±0,005 
0,008 
±0,0002 
0,008 
±0,0003 
< G.O. 7,92 
±0,278 
Indian Chai < G.O. < G.O. 0,096 
±0,003 
0,016 
±0,0003 
0,009 
±0,0004 
< G.O. 5,92 
±0,243 
Kashmir Valley < G.O. 0,019 
±0,001 
0,116 
±0,004 
0,015 
±0,001 
0,011 
±0,0005 
0,009 
±0,0003 
10,80 
±0,398 
Forest fruit < G.O. < G.O. 0,057 
±0,002 
< G.O. 0,018 
±0,001 
0,013 
±0,0004 
9,05 
±0,344 
Blue fruit < G.O. 0,015 
±0,001 
0,097 
±0,004 
0,008 
±0,0002 
0,006 
±0,0001 
0,007 
±0,0002 
9,91 
±0,391 
Tropical fruit < G.O. 0,013 
±0,0005 
0,128 
±0,010 
0,010 
±0,0002 
0,004 
±0,0001 
1,64 
±0,042 
11,34 
±0,403 
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średnia + SD (n=3) 
Vanilia caramel < G.O. 0,008 
±0,0001 
0,079 
±0,003 
0,005 
±0,0001 
0,003 
±0,0001 
< G.O. 11,40 
±0,414 
Citrus 0,686 
±0,043 
< G.O. 0,038 
±0,002 
0,006 
±0,0001 
0,002 
±0,0001 
3,51 
±0,099 
8,59 
±0,377 
Herbaty zielone aromatyzowane 
Asian Temple < G.O. 0,007 
±0,0002 
0,071 
±0,003 
0,006 
±0,0002 
0,005 
±0,0001 
0,007 
±0,0002 
13,00 
±0,510 
White tea < G.O. 0,018 
±0,0004 
0,125 
±0,006 
0,009 
±0,0001 
0,002 
±0,0001 
0,003 
±0,0001 
10,03 
±0,396 
Clear green 
citrus 
0,556 
±0,047 
< G.O. 0,047 
±0,002 
< G.O. 0,002 
±0,0001 
1,715 
±0,087 
12,05 
±0,374 
Clear green mint 1,31 
±0,073 
< G.O. 0,082 
±0,004 
< G.O. 0,003 
±0,0001 
< G.O. 12,4 
±0,407 
Green Indonesia 0,184 
±0,006 
0,016 
±0,0003 
0,069 
±0,003 
< G.O. 0,003 
±0,0001 
0,092 
±0,004 
16,55 
±0,552 
Mandarin, 
orange 
1,30 
±0,054 
0,032 
±0,001 
0,150 
±0,007 
0,0076 
±0,003 
0,003 
±0,0001 
0,500 
±0,033 
12,2 
±0,329 
Herbaty owocowo-ziołowe 
Caribbean 0,234 
±0,009 
< G.O. < G.O. < G.O. 0,005 
±0,0001 
4,99 
±0,227 
0,180 
±0,006 
Char Ming  < G.O. < G.O. < G.O. < G.O. 0,004 
±0,0001 
< G.O. 1,89 
±0,055 
Delight citrus 5,91 
±0,386 
< G.O. < G.O. < G.O. 0,004 
±0,0001 
25,2 
±0,564 
0,370 
±0,012 
Summer fruit < G.O. < G.O. < G.O. < G.O. 0,004 
±0,0001 
< G.O. 1,16 
±0,042 
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średnia + SD (n=3)       * nie oznaczono 
 
   
Różnorodność zawartości polifenoli w ekstraktach poszczególnych herbat może 
wynikać z rodzaju herbaty, warunków uprawy oraz sposobu ekstrakcji [207].  
Analizowano także zawartość naryngeniny, apigeniny, kemferolu, genisteiny, kwasu  
4-hydroksyfenylooctowego (p-HPA). Nie udało się jednak oznaczyć tych związków  
w badanych herbatach, stąd nie umieszczono ich w tabelach 17-18. Nie znaleziono także 
kwasu trans-cynamonowego, z wyjątkiem herbaty Caribbean, co jest zgodne z danymi 
literaturowymi [208].  Rozważając zawartość kwasów polifenolowych należy zwrócić uwagę 
na fakt, że zawartość kwasu galusowego i chlorogenowego jest znacznie większa  
w próbkach herbat niż pozostałych badanych kwasów. Zawartość kwasu galusowego ma 
tendencję spadkową w szeregu: herbaty czarne > zielone > owocowe, natomiast zawartość 
kwasu chlorogenowego jest w przybliżeniu wyrównana dla wszystkich grup herbat, choć 
 
 
Tabela 19. Zawartość katechin w badanych naparach herbat [mg/L]. 
Herbata 
 
katechina 
 
epikatechina 
galusan  
epigalokatechiny 
(EGCG) 
Herbaty czarne 
Yellow label 1,71 + 0,051 2,35 + 0,073 9,47 + 0,176 
Herbaty czarne aromatyzowane 
Tropical fruit 15,9 + 0,244 18,8 + 0,151 29,8 + 0,226 
Citrus 9,17 + 0,177 10,9 + 0,121 21,7 + 0,160 
Forest fruit 7,97 + 0,223 9,42 + 0,154 14,9 + 0,156 
Blue fruit 12,0 + 0,231 14,2 + 0,166 21,8 + 0,164 
Kashmir Valley 9,09 + 0,130 26,8 + 0,239 *  
Vanilia caramel 8,90 + 0,134 35,2 + 0,298 * 
Gold Tea 5,62 + 0,127 20,9 + 0,187 * 
Earl Grey 5,27 + 0,151 19,6 + 0,455 * 
Pu-erh melon 1,52 + 0,055 5,43 + 0,152 * 
Bangalore Palace 6,59 + 0,151 21,4 + 0,353 * 
White tea 10,3 + 0,334 12,1 + 0,336 24,4 + 0,351 
Asian Temple 9,90 + 0,312 11,7 + 0,374 23,7 + 0,344 
Herbaty zielone aromatyzowane 
Clear green tea 8,21 + 0,368 9,73 + 0,385 16,1 + 0,286 
Green Indonesia 9,12 + 0,297 10,8 + 0,394 23,0 + 0,357 
Clear green mint 5,93 + 0,169 7,01 + 0,321 12,3 + 0,243 
Mandarin orange 4,82 + 0,160 5,71 + 0,432 12,2 + 0,265 
Herbaty owocowo-ziołowe 
Caribbean 1,58 + 0,074 1,87 + 0,121 0,631 + 0,039 
Char Ming 0,546 + 0,031 < G.O.  < G.O. 
Delight citrus 0,608 + 0,038 0,718 + 0,045 0,0241 + 0,004 
Summer fruits 0,883 + 0,051 1,04 + 0,076 < G.O. 
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jego najwyższe stężenia można znaleźć w herbatach zielonych. Pozostałe badane kwasy 
znajdują się w ekstraktach na poziomie od kilku do kilkuset µg/L. Kwas synapowy obecny 
jest we wszystkich herbatach owocowych (w zakresie stężeń 0,031-0,065 mg/L), trzech 
czarnych (ok. 0,01 mg/L) i trzech zielonych (0,002-0,008 mg/L). Dla naparów herbat 
zawierających dodatki z owoców cytrusów (Caribbean, Delight citrus i Citrus) uzyskano 
następującą zależność: kwas kawowy  <  kwas ferulowy <  kwas  4-kumarowy, co jest 
zgodne z danymi literaturowymi [209]. 
Rozważając zawartość flawonoidów można zauważyć, że kwercetyna obecna jest  
w herbatach czarnych i zielonych na poziomie kilkunastu µg/l, z wyjątkiem herbaty Pu-erh 
ananas, gdzie zawartość kwercetyny wynosi 394 µg/L. Znacznie wyższa jest zawartość 
kwercetyny w formie jej glikozydu – rutyny, której największe ilości oznaczono  
w herbatach z najmniejszą ilością dodatków (zielona - Green Indonesia oraz czarna - Yellow 
label) -  16,5 mg/L. Ramnetyna znajduje się we wszystkich badanych ekstraktach herbat, 
lecz jej stężenie jest na poziomie kilku µg/L. Podobnie mirycetyna, lecz nie została 
znaleziona w herbatach owocowych oraz w niektórych czarnych i zielonych. Warto 
zauważyć, że w herbatach z dodatkami pochodzenia cytrusowego oznaczono narynginę  
i hesperydynę na znacznie wyższym poziomie niż w pozostałych próbkach. Największą ilość 
obu glikozydów zawiera herbata Delight citrus (25,2 mg/L narynginy i 5,91 mg/L 
hesperydyny). Te dwa glikozydy obniżają poziom cukru we krwi [210], ponadto 
hesperydyna znalazła zastosowanie w leczeniu objawów menopauzy u kobiet [211].  
Największą ilość spośród związków flawonoidowych w herbatach stanowi grupa 
katechin (flawan-3-oli). Spośród nich najwyższe stężenia oznaczono dla galusanu 
epigallokatechiny (EGCG). Najmniej katechin znajduje się w herbatach owocowych, a więc 
głównym źródłem katechin są liście rośliny Camelia sinensis. Ponadto, stężenie katechin  
w herbatach zielonych jest znacznie wyższe niż w herbatach czarnych. Spowodowane jest 
to odmiennym procesem produkcyjnym obu grup herbat. W technologii produkcji herbaty 
czarnej, liście poddane są procesowi fermentacji, podczas której uaktywniane są oksydazy 
polifenolowe, przekształcające katechiny w teaflawinę i tearubiginę [212]. W przypadku 
herbaty zielonej, zerwane liście poddawane są działaniu gorącej pary wodnej 
zapobiegającej procesowi fermentacji.  
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7.2. Analiza zawartości wybranych jonów metali 
W związku z tym, że obecne w naparze herbaty polifenole, mają zdolność do tworzenia 
połączeń kompleksowych z jonami metali, kolejnym krokiem było oznaczenie wybranych 
jonów metali w próbkach niektórych herbat. W tym celu wybrano cztery herbaty: czarną 
bez dodatków (Yellow label), czarną aromatyzowaną (Citrus), zieloną (Green Indonesia) 
oraz owocową (Delight citrus). Liście herbaty poddano mineralizacji, w sposób analogiczny 
do mineralizacji materiału odniesienia. Każdą herbatę zmineralizowano trzykrotnie. 
Wyznaczone zawartości jonów metali po odjęciu wyników dla ślepej próby znajdują się  
w Tabeli 20.  
 
Tabela 20. Zawartość jonów metali w zmineralizowanych liściach herbat [mg/kg]. 
 Cu Co Pb Ni Zn Fe Mn 
Yellow Label 
25,3 
± 1,02 
0,181 
± 0,0007 
0,797 
± 0,004 
6,735 
± 0,21 
34,22 
± 1,72 
344,0 
± 3,45 
250,9 
± 3,44 
Citrus 
16,9 
± 0,801 
0,565 
± 0,003 
0,443 
± 0,002 
6,479 
± 0,23 
21,69 
± 1,01 
201,5 
± 1,87 
594,9 
± 6,91 
Green 
Indonesia 
13,6 
± 0,612 
0,27 
± 0,0014 
< LOD 
1,79 
± 0,007 
22,02 
± 1,00 
135,2 
± 3,20 
588,9 
± 5,24 
Delight citrus 
4,8 
± 0,14 
0,21 
± 0,001 
0,245 
± 0,0011 
2,236 
± 0,013 
10,93 
± 0,604 
76,35 
± 2,51 
114,9 
± 3,56 
średnia + SD (n=3) 
W zmineralizowanych liściach herbat spośród oznaczanych metali stwierdzono 
najwyższe stężenie manganu (od 115 do 251 mg/kg). Zgodnie z doniesieniami 
literaturowymi [213] w herbatach pochodzących z różnych regionów świata, stężenie tego 
metalu znajduje się w przedziale od 300 do 900 mg/kg, z wyjątkiem herbat pochodzących  
z Turcji i Japonii, w których stężenie było wyższe (od 1100 do 2678 mg/kg).  
Herbata czarna zawiera największe ilości Fe, Cu i Ni. Przy czym jony Cu(II) dodawane 
są na etapie fermentacji w mieszaninie zapobiegającej chorobie liści Camelia sinensis. 
Zawartość niklu jest zgodna z danymi literaturowymi dla herbat czarnych pochodzących  
z południowych Indii (1,1 – 5,3 mg/kg) [214]. Jego obecność w liściach herbaty pochodzi 
głównie z nawozów używanych w uprawie herbaty.  
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Zawartość cynku jest najwyższa w herbatach czarnych, a najniższa w owocowej. 
Herbaty owocowe, spośród badanych herbat zawierają najmniejsze zawartości metali  
(z wyjątkiem Ni). 
Spośród badanych herbat, Citrus zawiera najwyższe stężenie kobaltu. Ołowiu jest najwięcej 
w herbacie Yellow Label. Rośliny przyswajają jony Pb(II) z gleby, a ich część transportowana 
jest do liści. Okazuje się, że starsze liście mają więcej jonów tego metalu niż młode. 
Źródłem jonów Pb(II) mogą również osadzane pyły. Przemywanie liści wodą destylowaną 
zmniejsza ilość jonów metalu aż do 43% wartości początkowej [215]. Zgodnie  
z rozporządzeniem Ministra Zdrowia z dn. 13 stycznia 2003 r. w sprawie maksymalnych 
poziomów zanieczyszczeń chemicznych i biologicznych, które mogą znajdować się  
w żywności, składnikach żywności, dozwolonych substancjach dodatkowych, substancjach 
pomagających w przetwarzaniu albo na powierzchni żywności, a zawartość ołowiu nie 
może przekraczać 1,0 mg/kg w liściach Camelia sinensis oraz 0,5 mg/kg w suszu herbat 
owocowych. Badane herbaty spełniają więc wymogi tego rozporządzenia. 
Kolejnym etapem pracy było oznaczenie stężenia jonów metali w przygotowanych 
naparach herbat. Wyniki w µg/L przedstawiono w Tabeli 21.  
Tabela 21. Zawartość jonów metali w naparach herbat [µg/L]. 
 Cu Co Pb Ni Zn Fe Mn 
Yellow Label 
82,6 
± 3,08 
2,8 
± 0,17 
0,4 
± 0,002 
85,6 
± 4,02 
289,4 
± 7,52 
932 
± 33,2 
4660 
± 130 
Citrus 
48,1 
± 1,79 
3,1 
±0,19 
1,08 
± 0,007 
95,8 
± 5,72 
189,4 
± 6,82 
44,5 
± 0,87 
3061 
± 102 
Green 
Indonesia 
37,3 
± 1,37 
2,9 
±0,16 
< LOD 
27,5 
± 1,82 
256,3 
± 9,02 
208,1 
± 6,54 
4411 
± 112 
Delight citrus 
31,0 
± 1,02 
1,60 
± 0,008 
1,08 
± 0,008 
15,8 
± 1,04 
79,6 
± 4,9 
124,7 
± 2,87 
1336 
± 56,7 
  średnia + SD (n=3) 
Efektywność ekstrakcji badanych jonów metali z liści herbat zależy od formy, w jakiej 
występuje dany jon metalu, jego zawartości w liściach, warunków sporządzania naparu 
(wzajemnego stosunku masy liści do objętości wody, czasu czy temperatury parzenia),  
a także od rodzaju wody, użytej do przygotowywania ekstraktów. Na rysunku 23 
przedstawione zostały wykresy słupkowe zawartości jonów metali w herbatach po 
mineralizacji (po lewej stronie) oraz efektywność ich ekstrakcji wodą destylowaną (po 
prawej stronie).    
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Rys. 23. Zawartość metali w suchej masie herbat po mineralizacji (wykresy po lewej stronie)  
oraz efektywność ekstrakcji wodą destylowaną (po prawej). 
 
W literaturze brak wyników dotyczących różnic w zawartości jonów metali  
w zależności od rodzaju wody użytej do sporządzenia ekstraktu. Najczęściej napar 
przygotowywany jest przy użyciu wody destylowanej [216-220]. Rozważając tylko 
ekstrakcję wodą destylowaną można zauważyć, że jony tego samego metalu ekstrahowane 
są w różnym stopniu z herbat różnego rodzaju. Jony Fe i Cu w najmniejszym stopniu 
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przechodzą do roztworu wodnego. Pomimo tego, że liście herbaty czarnej zawierają 
najwyższą zawartość Cu (25,3 mg/kg) to procentowo w roztworze znalazło się ich mniej niż 
w przypadku herbaty owocowej, której liście zawierały jedynie 4,8 mg/kg Cu. Dla herbat 
czarnej, czarnej aromatyzowanej i zielonej procent ekstrakcji jonów Cu był podobny 
(16,3%, 15,8% i 15,2% odpowiednio), pomimo tego, że stężenie jonów Cu w liściach herbat 
było zróżnicowane. Analogiczna sytuacja zachodzi dla jonów Mn; liście herbaty Citrus  
i Green Indonesia zawierały znacznie więcej jonów manganu niż Yellow label, a do roztworu 
uwolnionych zostało jedynie 28,6% w przypadku herbaty Citrus oraz 41,6% w przypadku 
Green Indonesia. Z herbaty czarnej wyekstrahowano 92,9% jonów Mn. Procent ekstrakcji 
jonów Co, Ni i Zn z liści herbat przekraczał 40%, z wyjątkiem ekstrakcji jonów Co z herbaty 
czarnej aromatyzowanej. 
Jony ołowiu ekstrahują się w nieznacznym stopniu, a w naparze z liści herbaty zielonej 
nie znaleziono ich. Z liści herbaty czarnej do roztworu przeszło jedynie 2,6% jonów ołowiu. 
W naparze herbaty czarnej aromatyzowanej i owocowej znalazło się tyle samo jonów 
ołowiu, pomimo, że w liściach herbaty Citrus stężenie tego metalu było prawie dwa razy 
wyższe. Stopień ekstrakcji jonów metali do roztworu może być też uzależniony od ilości 
związków polifenolowych w roślinie, ze względu na tworzące się połączenia kompleksowe 
[48].  
Napary herbat czarnych i zielonych są dobrym źródłem jonów manganu, który jest 
bardzo ważnym mikroelementem [221]. Wchodzi w skład centrów aktywnych wielu 
enzymów. Jony miedzi, podobnie jak jony Fe, biorą udział w łańcuchu energetycznym. 
Ponadto wspomagają powstawanie czerwonych krwinek i odgrywają ważną rolę  
w ochronie komórek układu nerwowego. Oznaczenie całkowitego stężenia jonów w próbce 
nie daje jednak informacji na temat tego, jaki procent jonów zostaje wchłonięty przez 
organizm. Przyswajalność zależy również od formy chemicznej w jakiej występuje dany 
metal [222]. Nieliczne źródła donoszą o formie metali w naparze herbacianym. Jony metali 
mogą występować zarówno w postaci prostych nieorganicznych jonów, jak i w postaci 
skomplikowanych połączeń z cząsteczkami organicznymi. Cynk, żelazo i mangan są obecne 
w naparze herbacianym głównie w postaci prostych form kationowych [223]. Formy 
kationowe manganu stanowią nawet 80% całkowitej zawartości tego pierwiastka  
w naparze. Mangan tworzy też połączenia ze związkami polifenolowymi lub innymi 
ligandami [224]. Stwierdzono, że 10-19% całkowitej ilości jonów glinu wykazuje formę 
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kationową, natomiast 28-33% jest związana ze związkami polifenolowymi w naparze 
herbaty [225]. 
Na rysunku 24 przedstawiono zależność efektywności ekstrakcji jonów metali, przy 
użyciu wody destylowanej, wody popularnie zwanej oligoceńską, pobranej ze źródła wody 
pitnej przy ul. Pasteura oraz wody kranowej, pobranej z kranu w pracowni 256 Wydziału 
Chemii Uniwersytetu Warszawskiego. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Rys. 24. Efektywność ekstrakcji jonów metali z liści herbaty czarnej przy użyciu różnych wód. 
 
W przypadku jonów miedzi, żelaza i niklu, niezależnie od użytej wody, procent 
ekstrakcji z liści jest podobny. Jony manganu są najefektywniej ekstrahowane wodą 
destylowaną, natomiast jony cynku i kobaltu najefektywniej ekstrahowane są wodą 
kranową, zaś najmniej efektywnie wodą oligoceńską. Woda destylowana pomimo 
najniższej wartości pH (7,0 w stosunku do 8,7 dla oligoceńskiej i 8,1 dla kranowej) nie jest 
silniejszym ekstrahentem. Efektywność ekstrakcji jonów z liści herbaty Yellow Label maleje 
w kolejności Mn > Co > Ni > Zn > Cu > Fe przy użyciu wody destylowanej i oligoceńskiej oraz 
w kolejności Co > Mn > Ni > Zn > Cu > Fe przy użyciu wody kranowej.  
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7.3. Metoda z rodnikiem DPPH• 
 
7.3.1. Wpływ czasu analizy 
Różne grupy biofenoli reagują z rodnikiem DPPH• z różną szybkością. Dlatego też 
pierwszym etapem optymalizacji metody było ustalenie odpowiedniego czasu reakcji. 
Szybkość i efektywność z jaką dany związek reaguje z DPPH• zależy od budowy jego 
cząsteczki. Na rysunku 25 przedstawione zostały krzywe kinetyczne neutralizacji rodnika 
DPPH• przez pięć wybranych flawonoidów.  
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Rys. 25. Krzywe kinetyczne neutralizacji DPPH• przez wybrane  
flawonoidy o stężeniu 100 μmol/L. 
 
Pośród badanych związków najefektywniejszym antyutleniaczem był galusan 
epigalokatechiny (ECGC), gdy pomiar absorbancji był wykonany po 20 minutach od chwili 
zmieszania reagentów. Gdyby monitorować reakcję przez pierwsze 2 minuty, 
najefektywniej neutralizowałaby rodniki DPPH• epikatechina. Najlepszym rozwiązaniem jest 
więc prowadzenie reakcji aż do ustalenia stanu stacjonarnego, w którym wartość 
absorbancji nie ulega już zmianie. Jednak niektóre związki reagują z DPPH• bardzo powoli 
ze względu na zawadę steryczną. W wielu publikacjach monitoruje się układ pomiarowy 
przez 30 minut [107], ale niektórzy autorzy stosują także krótszy czas inkubacji (od 3 do 18 
minut) [108-112].  
Ponadto w próbce naturalnej znajduje się mieszanina różnych polifenoli, a kinetyka 
neutralizacji DPPH• przez mieszaninę związków może ulec zmianie w stosunku do związków 
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pojedynczych. W pracy zbadano więc kinetykę reakcji z DPPH• modelowych związków 
polifenolowych o różnym stężeniu oraz przez ich mieszaniny (Rys. 26).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Rys. 26. Kinetyka reakcji rodnika DPPH• z (A) hesperetyną, hesperedyną i ich mieszaniną;  
(B) katechiną i jej mieszaniną z kwasem askorbinowym, (C) kwercetyną, rutyną i ich mieszaninę;  
(D) naryngeniną i narynginą oraz ich mieszaninę. 
 
 
Procent neutralizacji rodnika dla poszczególnych związków zsumowano i porównano go  
z wynikiem uzyskanym dla ich mieszaniny (Tabela 22). Graficznie przedstawiono też wpływ 
obecności kwasu askorbinowego w różnych stężeniach na neutralizację DPPH• przez 
roztwór katechiny (Rys. 27). 
 
 
 
 
 
 
C) D) 
C) C) 
0 5 10 15 20 25 30
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
1,0
Hesperetyna 20 M + Hesperedyna 20 M
Hesperedyna 20 M
Hesperetyna 20 M
A
b
s
o
rb
a
n
c
ja
Czas, min
 
0 5 10 15 20 25 30
0,0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
1,0
Katechina 100 M + kwas askorbinowy 500 M
Katechina 100 M
Kwas askorbinowy 500 M
A
b
s
o
rb
a
n
c
ja
Czas, min
 
A) B) 
0 5 10 15 20 25 30
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
1,0
Rutyna 100 M
Kwercetyna 100 M + rutyna 100 M
Kwercetyna 100 M
A
b
s
o
rb
a
n
c
ja
Czas, min
 
0 5 10 15 20 25 30
0,65
0,70
0,75
0,80
0,85
0,90
0,95
1,00
Naringenina 20 mM + naringina 20 M
Naringina 20 mM
Naringenina 20 mM
A
b
s
o
rb
a
n
c
ja
Czas, min
 
C) D) 
84 
 
Tabela 22. Procent wygaszania DPPH• przez pojedyncze wzorce antyutleniaczy oraz ich mieszaniny. 
   
 
 
 
 
 
 
 
 A0 A30 A0-A30 %DPPH 
Hesperetyna 20 mM 0,967 0,4194 0,5476 56,6 
Hesperedyna 20 mM 0,960 0,4476 0,5124 53,4 
   ∑ 1,060 ∑ 110 
Hesperedyna + hesperetyna (po 20 mM) 0,967 0,4279 0,5391 55,8 
 
Katechina 100 µM 0,932 0,8039 0,1281 13,7 
Kwas askorbinowy (AA) 100 µM 0,944 0,8828 0,0612 6,5 
   ∑ 0,1893 ∑ 20,2 
Katechina 100 µM + AA 100 µM 0,949 0,7920 0,1570 16,6 
 
Katechina 100 µM 0,932 0,8039 0,1281 13,7 
Kwas askorbinowy 200 µM 0,935 0,7897 0,1453 15,5 
   ∑ 0,2734 ∑ 29,2 
Katechina 100 µM + AA 200 µM 0,927 0,6694 0,2576 27,8 
 
Katechina 100 µM 0,932 0,8039 0,1281 13,7 
Kwas askorbinowy 500 µM 0,944 0,6050 0,3390 35,9 
   ∑ 0,4671 ∑ 49,6 
Katechina 100 µM + AA 500 µM 0,941 0,4848 0,4562 48,5 
 
Katechina 100 µM 0,932 0,8039 0,1281 13,7 
Kwas askorbinowy 1000 µM 0,947 0,2916 0,6554 69,2 
   ∑ 0,7835 ∑ 82,9 
Katechina 100 µM + AA 1000 µM 0,934 0,0396 0,8943 95,8 
 
Kwercetyna 100 µM 0,927 0,8019 0,12510 13,5 
Rutyna 100 µM 0,932 0,7574 0,1746 18,7 
   ∑ 0,2956  ∑ 32,2 
Kwercetyna + rutyna (po 100 µM) 0,934 0,6166 0,3174 34,0 
 
Naryngenina  20 mM 0,959 0,9385 0,0205 2,13 
Naryngina  20 mM 0,954 0,8920 0,0620 6,50 
   ∑ 0,0825 ∑ 8,63 
Naryngenina + naryngina (po 20 mM) 0,967 0,8864 0,0806 8,33 
85 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Rys. 27. Wpływ stężenia kwasu askorbinowego na procent neutralizacji DPPH•  
przez roztwór katechiny o stężeniu 100 μmol/L. 
 
Analizując wyniki przedstawione w tabeli 22 można zauważyć, że nie ma tendencji 
dotyczącej addytywności zdolności do neutralizacji rodników DPPH•  przez badane 
flawonoidy. Dla niektórych związków zaobserwowano bardzo zbliżoną wartość sumy 
procentu neutralizacji DPPH• dla poszczególnych antyutleniaczy do wartości dla mieszaniny 
(np. naryngenina i naryngina czy kwercetyna i rutyna). W przypadku hesperedyny, dodatek 
jej aglikonu (hesperetyny) do roztworu praktycznie nie zmienił zdolności do neutralizacji 
wolnych rodników, pomimo, że sama hesperetyna takie właściwości wykazuje. Dodatek 
kwasu askorbinowego do roztworu katechiny skutkował zwiększeniem zdolności 
antyutleniających, w stosunku do samego flawonoidu. Wzrost ten wykazał charakter 
liniowy z dobrym współczynnikiem determinacji (0,8669) w zakresie stężeń dodawanych 
roztworów witaminy C (Rys. 27).  
W mieszaninach polifenoli występuje możliwość różnego rodzaju oddziaływań, które 
mogą wpływać na ich właściwości antyutleniające [226]. Mogą mieć one charakter 
addytywny, gdzie występuje łączne oddziaływanie, równe sumie oddziaływań 
poszczególnych składników; charakter antagonistyczny - oddziaływania, w wyniku których 
następuje osłabienie lub zniesienie efektu działania poszczególnych składników lub też 
oddziaływania synergiczne – jednokierunkowe działanie kilku związków, powodujące 
większe efekty niż wynikające z prostego sumowania działań pojedynczych składników. 
Doniesienia literaturowe na ten temat są różne, np. mieszanina kwercetyny, katechiny  
i resweratrolu wykazywała znacznie mniejsze właściwości antyutleniające w metodzie 
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DPPH w porównaniu do wyników uzyskanych dla pojedynczych związków [227]. Efekt 
antagonistyczny obserwowano w szeregu mieszanin flawonoidów i antocyjanin oprócz pary 
kemferol – mirycetyna, gdzie występował efekt synergizmu [228]. Efekty synergistyczne  
i antagonistyczne obserwowano stosując także inne metody do wyznaczania właściwości 
antyutleniających, np. metodę FRAP [228], ORAC [229] czy metodę ABTS [230,231]. 
Obserwowane efekty powinny być brane pod uwagę przy komponowaniu mieszaniny 
flawonoidów jako suplementów diety. 
W pracy zbadano także czy rodzaj wody użytej do zaparzania herbat ma wpływ na 
wynik w metodzie DPPH. Na rysunku 28 przedstawione zostały krzywe kinetyczne 
neutralizacji rodnika przez napary herbaty czarnej i zielonej, sporządzone z użyciem trzech 
różnych wód.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Rys. 28. Krzywe neutralizacji rodnika DPPH• przez napary herbat czarnej i zielonej,  
zaparzane za pomocą różnego rodzaju wód. 
 
Jak widać rodzaj użytej wody ma znaczący wpływ na wynik w metodzie DPPH. Największe 
właściwości antyutleniąjace w tej metodzie wykazywały roztwory przygotowane z użyciem 
wody destylowanej. Wynik ten potwierdza doniesienie literaturowe, że napary herbaty 
zielonej zawierały więcej polifenoli, gdy sporządzane były z wody destylowanej niż z wody 
kranowej czy oczyszczonej za pomocą węgla aktywnego [232]. W związku z tym, używając 
wody destylowanej, sporządzono napary wszystkich badanych herbat, a wartości procentu 
neutralizacji DPPH• wyznaczone po 5 i po 20 minutach znajdują się w Tabeli 23. 
Dla herbat zawierających katechiny w znacznych stężeniach obserwuje się szybką 
reakcję z rodnikami. Wyniki otrzymane po 5 i 20 minutach trwania reakcji, różnią się 
znacząco, zwłaszcza dla herbat owocowych. Dlatego zaproponowano rejestrowanie 
wartości absorbancji po co najmniej 20 minutach od zainicjowania reakcji próbki  
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z roztworem rodnika. Wyznaczono także czas, po którym początkowa absorbancja 
rodników spada o połowę (T50). Wartości tego parametru dla poszczególnych grup herbat 
kształtują się w zakresach: ≤0,2 dla zielonych; od 0,2 do 0,7 dla czarnych oraz od 13,7 do 
>20 dla owocowo-ziołowych. Herbaty zielone neutralizują więc rodniki najszybciej spośród 
badanych naparów, a herbaty owocowe – najwolniej. 
 
Tabela 23. Efektywność neutralizacji rodników DPPH• po 5 i 20 minutach. 
Nazwa herbaty %DPPH po 5 min. %DPPH po 20 min. 
Herbaty czarne 
Yellow label 63,3 + 2,51 63,6 + 2,43 
Herbaty czarne aromatyzowane 
Pu-erh ananas 64,5 + 2,73 66,8 + 2,71 
Lemon 69,7 + 2,99 73,5 + 2,98 
Bangalore Palace 66,5 + 2,44 69,6 + 2,42 
Peach, mango 62,2 + 2,42 64,8 + 2,41 
Earl Grey 66,7 + 2,57 73,2 + 2,59 
Gold tea 66,7 + 2,55 69,6 + 2,61 
Indian Chai 60,4 + 2,48 60,6 + 2,51 
Kashmir Valley 71,0 + 3,08 74,9 + 2,99 
Forest fruit 63,4 + 2,32 65,6 + 2,53 
Blue fruit 67,6 + 2,85 67,7 + 2,83 
Tropical fruit 64,5 + 2,37 67,7 + 2,49 
Vanilia caramel 66,1 + 2,52 69,9 + 2,74 
Citrus 58,5 + 2,12 58,6 + 2,14 
Herbaty zielone aromatyzowane 
Asian Temple 72,2 + 3,18 76,6 + 3,12 
White tea 73,9 + 3,12 79,3 + 3,17 
Clear green citrus 75,0 + 3,43 80,2 + 3,54 
Clear green mint 71,9 + 3,11 77,1 + 3,47 
Green Indonesia 77,8 + 3,10 82,5 + 3,57 
Mandarin, orange 74,3 + 3,36 83,5 + 3,77 
Herbaty owocowo-ziołowe 
Caribbean 33,5 + 1,67 51,9 + 2,58 
Char Ming  28,0 + 2,02 50,3 + 3,61 
Delight citrus 25,1 + 2,17 39,6 + 3,11 
Summer fruit 32,0 + 1,88 55,0 + 3,23 
średnia + SD (n=3) 
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7.3.2. Wpływ początkowego stężenia DPPH•  
Kolejnym etapem badań było sprawdzenie zależności otrzymanego wyniku od użytego 
stężenia roztworu DPPH•. W tym celu sporządzono roztwory rodnika o trzech różnych 
stężeniach: 30, 45 i 60 µmol/L i wykonano pomiary absorbancji dla kilku związków 
modelowych o różnych stężeniach po 30 min od zmieszania reagentów. Na rysunku 29 
przedstawiono zależności efektywności neutralizacji rodnika od stężenia antyutleniacza  
w reakcji z rozworami DPPH• o różnym stężeniu. Z wyników wyznaczono graficznie wartości 
parametru EC50
 (Tabela 24).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Rys. 29. Zależności procentu neutralizacji DPPH• od stężenia wybranych związków  
dla różnych początkowych stężeń rodnika: ( ) 30 µM, ( ), 45 µM, ( ) 60 µM. 
 
Tabela 24. Wartości EC50 wyznaczone dla różnych początkowych stężeń DPPH
•. 
 EC50, mol/L  (średnia + SD (n=3)) 
30 μmol/L   45 μmol/L  60 μmol/L   
Kwercetyna 136 + 6,0 187 + 5,9 271 + 7,3 
Rutyna 132 + 5,7 189 + 6,1 233 + 6,9 
Katechina 179 + 6,4 276 + 7,7 464 + 8,7 
Troloks 287 + 7,0 382 + 8,4 477 + 8,9 
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W zależności od początkowego stężenia rodnika wyznaczony parametr EC50 dla 
badanych związków polifenolowych znacząco się zmienia. Skutkuje to problemami  
w porównywaniu wyników nawet dla związków modelowych i z tego powodu istnieją duże 
rozbieżności w podawanych wartościach (Tabela 5).  
Gdy na podstawie uzyskanych wyników wykreśli się zależność różnicy wartości 
absorbancji przed i po reakcji od stężenia danego antyutleniacza zauważyć można, że dla 
każdego związku istnieje zakres stężeń, w którym ta zależność ma przebieg prostoliniowy  
i nie zależy od stężenia użytego roztworu DPPH•, co przedstawiono na rysunku 30.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Rys. 30. Zależność spadku wartości absorbancji od stężenia roztworu wybranych antyutleniaczy  
dla różnych początkowych stężeń rodnika: ( ) 30 µM,( ), 45 µM, ( ) 60 µM. 
 
 
 
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
  30 M  DPPH
  45 M
  60 M
S
p
a
d
e
k
 a
b
s
o
rb
a
n
c
ji
M
 
Troloks 
 
200 400 600 800 1000 1200 1400
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
S
p
a
d
e
k
 a
b
s
o
rb
a
n
c
ji
M
 
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
S
p
a
d
e
k
 a
b
s
o
rb
a
n
c
ji
 M
 
Moryna Katechina 
0 100 200 300 400 500 600 700
0,0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
S
p
a
d
e
k
 a
b
s
o
rb
a
n
c
ji
 M
 
Rutyna 
Troloks 
100 200 300 400 500
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
S
p
a
d
e
k
 a
b
s
o
rb
a
n
c
ji
M
 
Kwercetyna 
90 
 
Zarówno procent neutralizacji rodników DPPH•, jak i wartość parametru EC50 zależą 
od początkowego stężenia rodników (Rys. 29 i Tabela 24). Dlatego też w celu standaryzacji 
wyników uzyskanych metodą DPPH proponuje się w niniejszej pracy, korzystać z różnicy 
absorbancji początkowej roztworu DPPH• i końcowej odczytywanej w obecności 
antyutleniacza. Zgodnie z rysunkiem 29 można stwierdzić, że dla badanych związków 
istnieje przedział stężeń antyutleniaczy, w którym wynik nie zależy od początkowego 
stężenia rodnika. Dodatkowo można przedstawiać wynik odnosząc go do stężenia wybranej 
substancji wzorcowej. Najkorzystniejszym związkiem wzorcowym wydaje się być troloks; 
charakteryzuje się szerokim zakresem stężeń (do 500 µmol/L), dla których wynik  
w metodzie DPPH nie zależy od początkowego stężenia rodnika. Jest to substancja 
stosunkowo trwała, a czułość metody jest wysoka (zbliżona do czułości dla katechiny).  
 
7.3.3.  Wpływ pH próbki 
W pierwszej pracy dotyczącej zastosowania metody z DPPH• do wyznaczania właściwości 
antyutleniających [124] postulowano, że pH roztworu powinno wynosić pomiędzy 5,0 a 6,5. 
W środowisku silnie kwaśnym etap przeniesienia elektronu może być osłabiony,  
a w środowisku zasadowym, które sprzyja dysocjacji protonu z cząsteczki flawonoidu, 
efektywność tego procesu może być zwiększona [233].   
Zarejestrowano więc krzywe kinetyczne wodnych ekstraktów herbat stosując roztwór 
rodnika DPPH• przygotowany w metanolu oraz w mieszaninie metanol/bufor octanowy  
o pH 5,5 w stosunku objętościowym 60/40 (Rys. 31). 
 
Rys. 31. Krzywe kinetyczne neutralizacji rodnika DPPH• rozpuszczonego w dwóch różnych 
rozpuszczalnikach po dodaniu naparu z herbaty. 
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W przypadku obu badanych próbek większą efektywność przebiegu reakcji zaobserwowano 
dla roztworu DPPH• przygotowanego w metanolu z dodatkiem buforu octanowego. 
W celu sprawdzenia jak pH próbki wpływa na wynik końcowy w metodzie z rodnikiem 
DPPH•, sporządzono roztwory rodnika w mieszaninach metanolu i roztworów wodnych 
(60/40, v/v) o różnych wartościach pH: kwas octowy; bufor octanowy o pH 3,8; bufor 
octanowy o pH 4,8; octan amonu; octan sodu. Na rysunku 32 przedstawiono zależność 
procentu neutralizacji rodnika od pH środowiska reakcji dla kwercetyny oraz próbki soku  
i herbaty.  
 
 
 
 
 
 
Rys. 32. Zależność efektywności neutralizacji DPPH• od pH środowiska reakcji. 
 
Wraz ze wzrostem pH środowiska reakcji wzrasta procent efektywności przebiegu reakcji 
neutralizacji rodnika aż do osiągnięcia plateu. Dla badanych próbek naturalnych ta wartość 
występuje przy pH≥5. W związku z tym wykonano pomiary po 30 minutach dla próbek 
wybranych herbat, win i soków stosując roztwór rodnika DPPH• przygotowany w metanolu 
oraz w mieszaninie metanol/bufor octanowy o pH 5,5. W Tabeli 25 przedstawiono 
uzyskane wyniki, a ich graficzną interpretację na  rysunku 33.  
 
Tabela 25. Obniżenie absorbancji początkowej oraz procent neutralizacji DPPH•  
przez badane próbki. 
 
MeOH  
Ao = 0,863     średnia + SD (n=3) 
MeOH/bufor octanowy pH 5.5, 60/40 
A0 = 0,846                              średnia + SD (n=3) 
 A0-A30 %DPPH A0-A30 %DPPH 
Herbata Char Ming 0,173 20,0 + 0,1 0,324 38,3 + 2,0 
Herbata Summer fruit 0,200 23,2 + 0,2 0,377 44,6 + 2,8 
Herbata Rosehip  0,231 26,7 + 0,2 0,401 47,4 + 2,1 
Sok jabłkowy 0,265 30,7 + 0,4 0,458 54,1 + 2,5 
Wino czerwone 0,649 75,2 + 1,1 0,776 91,7 + 3,5 
Wino białe 0,162 18,8 + 0,1 0,250 29,6 + 0,4 
Sok grejpfrutowy 0,292 33,8 + 0,5 0,337 39,8 + 0,6 
Sok pomarańczowy 0,293 34,0 + 0,5 0,304 35,9 + 0,5 
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Rys. 33. Efektywność neutralizacji rodnika DPPH• rozpuszczonego w dwóch różnych 
rozpuszczalnikach przez napary wybranych herbat, roztwory soków i win.  
Nad słupkami podano wartości pH badanych próbek. 
 
Im niższą wartość pH ma badana próbka, tym większy jest jej wpływ na wyniki otrzymane  
w metanolowym roztworze DPPH•. Wraz ze wzrostem pH, różnica w wyniku dla roztworu 
metanolowego i z dodatkiem buforu octanowego, maleje. Uzyskano liniową zależność 
różnicy wyników pomiarów z użyciem roztworu rodnika w metanolu i w metanolu  
z dodatkiem buforu octanowego od wartości pH próbki (Rys. 34).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Rys. 34. Zależność różnicy pomiędzy wynikami uzyskanymi z użyciem roztworu  DPPH• w metanolu  
i w metanolu z dodatkiem buforu octanowego od wartości pH próbki. 
 
W literaturze brak jest doniesień dotyczących wpływu kwasowości próbki na wynik  
w metodzie z rodnikiem DPPH•. Badania przeprowadzono jedynie dla związków 
modelowych [85,12,127]. Zawartość naturalnych kwasów w próbkach żywności, takich jak 
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kwas cytrynowy, octowy czy malonowy, nie jest brana pod uwagę. Same te związki nie 
wykazują zdolności do neutralizacji DPPH•, jednak po dodaniu do roztworu kwasu 
askorbinowego opóźniają jego reakcję z rodnikiem [127].  
 
7.3.4. Wpływ obecności jonów metali 
 
Jony metali znajdują się w każdej naturalnej próbce żywności. Ich stężenie zależy od 
rodzaju metalu, typu próbki i sposobu ekstrakcji. W rozdziale 7.2 (str. 67) przedstawiono 
wyniki oznaczeń wybranych jonów metali w naparach herbat. Najwięcej jest w nich 
manganu – na poziomie kilku mg/L; stężenie jonów żelaza i cynku jest na poziomie kilkuset 
µg/L, miedzi i niklu – kilkudziesięciu µg/L, zaś kobaltu i ołowiu na poziomie kilku µg/L. W tej 
części pracy sprawdzano jak wpływa obecność jonów metali na reakcję neutralizacji 
rodników DPPH• przez modelowe roztwory związków polifenolowych.  
Do roztworów kwercetyny oraz rutyny o stężeniach 100 μmol/L dodano roztwory 
jonów miedzi o różnych stężeniach i po 5 minutach rejestrowano krzywą neutralizacji 
rodnika DPPH• (Rys. 35).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Rys. 35. Neutralizacja DPPH• przez mieszaniny flawonoidów i Cu(II)  
przy różnych stężeniach metalu. 
 
W przypadku dodatku niewielkich ilości Cu(II) (do 100 µg/L) do roztworu kwercetyny 
obserwuje się nieznaczny wzrost zdolności do neutralizacji rodnika. Przy większych 
stężeniach, obserwowany jest spadek zdolności do neutralizacji rodników. Analogiczna 
sytuacja zachodzi dla roztworu rutyny. Fakt ten można wytłumaczyć zdolnością 
flawonoidów do reagowania z jonami Cu (II) z szybkością zależną od wzajemnego stosunku 
reagentów. W literaturze badano wpływ dodatku jonów Fe(III) i Cu(II) i stwierdzono, że 
dodatek jonów żelaza silniej obniżał zdolności antyutleniające flawonoidów niż dodatek 
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jonów miedzi [228,229]. W obecności jonów miedzi(II) przebiegają reakcje kompleksowania 
i utlenienia kwercetyny [48]. W tworzenie kompleksu zaangażowane są grupa karbonylowa 
z pierścienia C oraz grupa hydroksylowa usytuowana przy 3 lub 5 atomie węgla. W miarę 
upływu czasu zachodzi także częściowe utlenienie ligandu, a wydajność tego procesu 
wzrasta w obecności nadmiaru jonów metalu. 
Sprawdzono też jak wpływa obecność innych jonów metali na neutralizację rodnika 
przez kwercetynę oraz rutynę. W celu przybliżenia modelowych roztworów do próbek 
ekstraktów herbat (Tabela 21, str. 72), jony niklu i cynku dodawano w stężeniu 
dziesięciokrotnie niższym niż jony Fe, Mn i Al. Wyniki zaprezentowano na rysunku 36. 
 
 
 
 
 
 
 
Rys. 36. Wpływ dodatku jonów metali do roztworu kwercetyny oraz rutyny na neutralizacje rodnika 
DPPH•. (Wynik 1,0 odpowiada wynikowi w nieobecności metali). 
Dodatek jonów niklu w badanym zakresie stężeń, zarówno w przypadku aglikonu, jak 
i glikozydu nie wpływał na wynik. Jony cynku powodowały znaczący wzrost zdolności do 
neutralizacji rodników przez flawonoidy. Jony Mn i Al powodowały wzrost zdolności 
antyutleniających, jednak znacznie słabiej niż jony cynku. W przypadku jonów żelaza 
również obserwowano słaby wpływ na neutralizację rodników, z tendencją do obniżania 
zdolności antyutleniających flawonoidów.   
W obecności jonów cynku obserwowano także wzrost zdolności antyutleniających 
butylohydroksytoluenu (BHT). BHT jest przeciwutleniaczem często stosowanym w produkcji 
artykułów spożywczych jak smalce, tłuszcze i oleje, niektóre suplementy diety i gumy do 
żucia. Znany jest jako dodatek spożywczy nr E321. Gdy do jego roztworu dodawano jony 
Fe(III) (stężenie do 22,0 mg/L) i Cu(II) (stężenie do 1,0 mg/L), w obu przypadkach 
obserwowano spadek zdolności do neutralizacji DPPH• [126]. Autorzy zasugerowali, że 
zmiany te są spowodowane tworzeniem połączeń kompleksowych. Dodatek jonów Ni, Al  
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i Zn również powodował osłabienie zdolności do neutralizacji rodników przez BHT [129]. 
Ponadto stwierdzono, że stopień spadku zdolności antyutleniających zależy nie tylko od 
rodzaju jonu metalu, ale też od anionu, z którym wprowadzono jon metalu. Dla soli Cu(II)  
i Al(III) większy wpływ obserwowano dla siarczanów niż dla chlorków, ale dla soli 
potasowych uzyskano wyniki przeciwne. W literaturze można jednak znaleźć doniesienia, 
że dodatek jonów Cu(II) do roztworu narynginy znacznie podwyższa jej właściwości 
antyutleniające i przeciwbakteryjne [128].   
Sprawdzano też jak wpłynie dodatek większego stężenia jonów metali do roztworu 
kwercetyny. Do badań wybrano jony Al(III) i Zn(II) występujące w dużych ilościach  
w wodnych ekstraktach liści herbat [221-223]. Przy wzrastającym stężeniu metali 
wyznaczono procent neutralizacji DPPH• dla stałego stężenia kwercetyny i różnych stężeń 
rodnika (Rys. 37A) oraz przy stałym stężeniu DPPH• i różnym stężeniu flawonoidu  
(Rys. 37B).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Rys. 37. Wpływ dodatku jonów metali na procent neutralizacji rodników DPPH• przez kwercetynę.  
A) Stężenie kwercetyny 100 µmol/L. B) Stężenie DPPH• 60 µmol/L. 
A) 
B) 
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Wzrost stężenia Al(III) przy stałym stężeniu kwercetyny powoduje spadek jej właściwości 
antyutleniających w metodzie DPPH, a w obecności wzrastającego stężenia jonów Zn(II) ta 
zależność jest odwrotna. Efekt ten jest mniej widoczny dla większego stężenia rodnika. 
Wpływ obecności obu jonów metali przy stałym stężeniu DPPH• i wzrastającym stężeniu 
flawonoidu jest najbardziej zauważalny przy małych stężeniach metali. 
Sprawdzano też, jak wpłynie dodatek jonów miedzi(II) na neutralizację DPPH• przez 
próbki naparów herbat. Na rysunku 38 przedstawione zostały krzywe neutralizacji DPPH• 
dla naparu wybranej herbaty firmy Lipton – Yellow Label. Do naparu dodawano jony Cu(II)  
w dwóch stężeniach. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Rys. 38. Krzywe neutralizacji rodnika DPPH• przez napar herbaty Yellow Label  
z dodatkiem jonów Cu(II). 
 
Jak widać wyniki otrzymane dla próbki herbaty są zgodne z wynikami otrzymanymi 
dla kwercetyny i rutyny; dodatek jonów Cu(II) powoduje spadek zdolności 
antyutleniających naparu. Dodatek jonów miedzi, o stężeniu 0,6 mg/L oraz 1,2 mg/L do 
próbek czerwonego wina powodował spadek zdolności do neutralizacji DPPH• odpowiednio  
o 22% i 46% w stosunku do próbki bez dodatku metalu [230]. W przypadku jonów 
żelaza(III), dodatek 3 mg/L i 6 mg/L roztworu tego metalu powodował odpowiednio spadek 
zdolności do neutralizacji rodnika o 46% i 69%.  
Kolejnym etapem pracy były próby usunięcie wpływu obecności jonów metali  
w metodzie DPPH. W pierwszej kolejności sprawdzono możliwość kompleksowania jonów 
za pomocą roztworu EDTA jako znaną, skuteczną metodę usuwania jonów metali ze 
środowiska. Ligand ten w stężeniu 0,1 mmol/L wykazuje zdolności do neutralizacji DPPH• 
na poziomie 4,4%. Jednakże po dodaniu do mieszaniny kwercetyny i jonów Cu(II) (każde  
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o stężeniu 100 μmol/L) roztworu EDTA (100 μmol/L) nie uzyskano wyniku, takiego jak dla 
kwercetyny przed dodatkiem jonów metalu, a nawet zdolność do neutralizacji rodnika 
wzrosła (Rys. 39). 
 
 
 
  
 
 
 
 
Rys. 39. Wpływ dodatku EDTA do mieszaniny kwercetyny z Cu(II), na neutralizację DPPH•. 
 
Dodając EDTA do mieszaniny flawonoidu i metalu, spodziewano się, że dodatni 
wpływ obecności Cu(II) zostanie usunięty. Jednak obserwowano dalszy wzrost zdolności do 
neutralizacji rodnika. W związku z tymi niespodziewanymi wynikami postanowiono 
zastosować technikę ekstrakcji do fazy stałej w celu usunięcia z naparu herbaty jonów 
metali. W tym celu 45 mL naparu przepuszczano przez kolumienkę wypełnioną 0,5 g 
kationitu Dowex 50Wx8. z prędkością 1 mL/min. Analizowano napar wyjściowy oraz wyciek 
z kolumny pod kątem zawartości wybranych jonów metali (Tabela 26).  
 
Tabela 26. Wyniki oznaczenia stężenia jonów Cu, Zn i Fe [µg/L] w naparach wybranych herbat oraz 
po przepuszczeniu przez kolumnę z kationitem. 
średnia ± SD (n=3) 
Jony miedzi zostały usunięte z naparów niecałkowicie we wszystkich przypadkach.   
Z ekstraktów herbaty zielonej i owocowej jony Zn(II) zostały całkowicie zatrzymane w fazie 
sorbentu, a jony Fe(III) odpowiednio w 26% i 43%. W ekstrakcie herbaty czarnej brak form 
 
          Cu 
napar       wyciek 
            Zn 
napar          wyciek 
             Fe 
napar           wyciek 
Yellow label 
102  
± 8.2 
38.9  
± 3.3 
539  
±  37.8 
89.7  
± 5.4 
105  
± 7.3 
106   
± 7.4 
Green Indonesia 
73.8  
± 5.7 
43.5  
± 4.9 
405  
± 24.3 
3.7  
± 0.18 
404  
± 20.2 
105  
 ± 6.9 
Delight citrus 
37.5  
± 3.1  
16.4  
± 1.0 
331  
± 19.9 
< G.O. 
206  
± 10.3 
88.3  
± 6.2 
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kationowych żelaza. Analizowano także zawartość jonów Al(III) i w przypadku herbaty 
czarnej oraz zielonej w wycieku z kolumny ich stężenie było zbliżone do tego w naparach, 
co wskazuje na brak form kationowych. Wyniki potwierdziły dane literaturowe o braku 
różnic w specjacji glinu w naparach herbat czarnych i zielonych [231].  
Dla wycieków z kolumny oznaczono efektywność neutralizacji rodnika DPPH• i porównano 
ją z wynikami uzyskanymi dla roztworów przed ekstrakcją (Rys. 40). 
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Rys. 40. Efektywność neutralizacji DPPH• przez napary herbat przed i po przepuszczeniu  
przez kolumnę z kationitom Dowex 50Wx8. 
Po zastosowaniu techniki SPE efektywność neutralizacji DPPH• ekstraktów z herbat 
wzrosła, zwłaszcza dla herbaty czarnej i owocowej. Usunięcie jonów metali z ekstraktów 
roślin także powodowało podwyższenie zdolności do neutralizacji DPPH• [232,233]. 
Porównując zatem wyniki uzyskane w metodzie DPPH dla ekstraktów różnych próbek 
należy pamiętać, że nie muszą one wynikać jedynie z różnej zawartości związków 
polifenolowych, ale także z obecności jonów metali.  
Uwzględniając zaproponowany sposób wyznaczania zdolności do neutralizacji rodnika 
DPPH• jako obniżenie wartości jego absorbancji po dodaniu próbki, w Tabeli 27 
przedstawiono wyniki dla próbek badanych herbat. Krzywa kalibracji dla troloksu  
(y=0,00085x+ 0,00301) wykazała liniowość do 540 µmol/L ze współczynnikiem determinacji 
0,9883. Wyniki dla różnych herbat, podzielonych na trzy grupy zostały przedstawione 
graficznie na rysunku 41.  
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Tabela 27. Zdolności antyutleniające wyznaczone metodą DPPH  
dla badanych naparów herbat, pomiar po 30 minutach. 
 
średnia + SD (n=3) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nazwa herbaty ΔA Troloks [µmol/L] 
Troloks 
[µmol/L/g] 
Herbaty czarne 
Yellow label  0,336 393,9 + 13,8 196,9 + 6,90 
Herbaty czarne aromatyzowane 
Pu-erh ananas 0,337 394,8 + 13,8 263,2 + 9,20  
Lemon 0,370 433,8 + 15,2 255,2 + 8,94 
Bangalore Palace 0,351 411,9 + 14,1 216,8 + 7,42 
Peach, mango 0,327 383,2 + 13,5 212,9 + 7,50 
Earl Grey 0,370 433,4 + 15,1 240,8 + 8,34 
Gold tea 0,351 411,6 + 12,8 228,7 + 7,11 
Indian Chai 0,306 358,0 + 11,8 238,6 + 7,86 
Kashmir Valley 0,378 443,4 + 14,8 246,3 + 8,22 
Forest fruit 0,331 388,0 + 11,6 228,2 + 6,82 
Blue fruit 0,342 400,5 + 14,5 222,5 + 8,06 
Tropical fruit 0,342 400,7 + 13,7 222,6 + 7,61 
Vanilia caramel 0,353 413,4 + 10,3 243,2 + 6,06 
Citrus 0,295 345,3 + 15,9 191,8 + 8,83 
Herbaty zielone aromatyzowane 
Asian Temple 0,387 453,5 + 15,1 251,9 + 8,39 
White tea 0,400 469,7 + 16,0 293,5 + 10,0 
Clear green citrus 0,405 475,0 + 12,5 365,4 + 9,62 
Clear green mint 0,390 456,3 + 13,9 351,0 + 10,7 
Green Indonesia 0,416 488,6 + 13,2 271,4 + 7,33 
Mandarin, orange 0,421 494,6 + 12,8 274,8 + 7,11 
Herbaty owocowo-ziołowe 
Caribbean 0,260 303,9 + 10,2 168,8 + 5,67 
Char Ming  0,254 296,6 + 10,2 174,5 + 6,00 
Delight citrus 0,200 233,3 + 11,7 116,7 + 5,85 
Summer fruit 0,278 324,6 + 13,4 162,3 + 6,70 
100 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Rys. 41. Zdolność neutralizacji rodnika DPPH• dla naparów herbacianych  
wyrażona w µmol/L TR na masę herbaty, pomiar po 30 min. 
 
Spośród badanych herbat zauważalne jest, że największą zdolność do neutralizacji 
DPPH• wykazuje grupa herbat zielonych, najsłabszą zaś herbaty owocowo-ziołowe. Wolne 
rodniki w metodzie DPPH najlepiej neutralizuje ekstrakt z Clear green citrus  
(365,4 µmol/L TR/g herbaty), najsłabiej zaś ekstrakt z Delight citrus (116,7 µmol/L TR/g 
herbaty). 
Z uzyskanych wyników utworzono macierz, którą przeanalizowano pod względem 
podobieństw. W programie Statistica (firmy StatSoft) sporządzono dendrogram (Rys. 42).  
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Rys. 42. Dendrogram utworzony z wyników z metody z rodnikiem DPPH•. 
 
 
Herbaty czarne utworzyły dwie grupy podobieństw. Jedynie herbata Indian Chai 
wykazała odstępstwo. Może to być spowodowane tym, że jako jedyna zawiera imbir  
w składzie. Herbaty zielone również utworzyły dwie grupy zbliżone wynikami do siebie. 
Piątą wyodrębnioną grupę stanowią herbaty owocowo-ziołowe, przy czym herbata Delight 
citrus różniła się od nich na tyle znacząco by utworzyć odrębną grupę. 
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7.5 Metoda Folina-Ciocalteu 
 
7.4.1. Wpływ czasu analizy 
W związku z tym, że w metodzie Folina – Ciocalteu stosowane są różne czasy analizy, 
sprawdzono jak wpływa czas, po którym wykonywany jest pomiar, na wartość absorbancji. 
W pierwszej kolejności zbadano trzy wybrane związki modelowe: kwas galusowy, troloks  
i rutynę (Rys. 43). 
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Rys. 43. Wpływ czasu reakcji na wartość absorbancji dla związków modelowych w metodzie FC. 
 
Następnie badano próbki napojów, odczytując wynik po 10, 20, 30, 50, 60 i 120 minutach 
(Rys. 44). 
 
Rys. 44. Wpływ czasu reakcji na wartość absorbancji dla próbek żywności w metodzie FC. 
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Porównując wynik po 10 i po 120 minutach można stwierdzić, że dla wszystkich 
próbek 10-krotnie rozcieńczonych, wynik wzrósł o ok. 20%. W przypadku nierozcieńczonych 
próbek herbaty czarnej (Yellow Label) oraz zielonej (Green Indonesia), nie zaobserwowano 
różnicy w wyniku. Należy jednak zauważyć, że w przypadku tych dwóch próbek wyznaczona 
absorbancja ma bardzo wysoką wartość. Krzywa kalibracji dla kwasu galusowego wykazała 
charakter liniowy powyżej wartości absorbancji osiąganej dla herbat nierozcieńczonych. 
Jednak zalecane jest rozcieńczanie próbek o wysokich zdolnościach redukujących, tak by 
mierzona absorbancja nie przekraczała 1,0. W związku z tym, że wynik uzyskany po  
50 minutach jest niższy o ok. 5% w stosunku do wyniku po 120 minutach, to w niniejszej 
pracy monitorowano pomiar po 50 minutach od zmieszania reagentów. Czas analizy został 
skrócony ponad dwukrotnie, bez znacznej straty na czułości. Ponadto wybór ten jest 
racjonalny dla związków modelowych, dla których wynik wykazał największą zmienność  
w pierwszych 30 minutach reakcji.  
 
7.4.2. Wybór substancji wzorcowej  
Sprawdzano czułość metody Folina-Ciocalteu dla różnych związków modelowych. Na 
rysunku 45 przedstawiono krzywe kalibracji dla siedmiu wybranych związków  
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Rys. 45. Krzywe kalibracji dla wybranych związków modelowych w metodzie FC. 
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Parametry krzywych kalibracji oraz równoważniki kwasu galusowego GAE, wyznaczone ze 
stosunku współczynników nachylenia krzywej wybranego związku do nachylenia krzywej 
dla kwasu galusowego przedstawiono w tabeli 28.  
 
Tabela 28. Równania krzywych kalibracji oraz równoważniki kwasu galusowego (GAE).  
Związek polifenolowy Równanie R2 GAE 
Kwas galusowy y = 0,0034x + 0,0616 0,9988 1,000 
Epikatechina y = 0,0049x - 0,2520 1,000 1,412 
Kwercetyna y = 0,0032x + 0,2556 0,9925 0,922 
Genisteina y = 0,0024x - 0,0210 0,9504 0,663 
Naryngenina y = 0,0018x + 0,3609 0,9676 0,519 
Rutyna y = 0,0013x + 0,1790 0,9992 0,375 
Kwas chlorogenowy y = 0,0009x + 0,1151 0,9859 0,259 
 
Jak widać różne polifenole wykazują wobec odczynnika FC różną aktywność, 
największą epikatechina. Jednak ze względu na to, że katechiny stosunkowo łatwo ulegają 
utlenieniu, najczęściej stosowanym związkiem modelowym, względem którego odnosi się 
wyniki dla próbek naturalnych w metodzie Folina-Ciocalteu, jest kwas galusowy. Poza tym 
względy ekonomiczne mają znaczenie, ponieważ wzorzec kwasu galusowego jest znacznie 
tańszy niż wzorzec katechiny.  
 
7.4.3. Selektywność metody 
Źródła literaturowe [70,71] donoszą, że odczynnik Folina-Ciocalteu, nie jest odczynnikiem 
specyficznym dla polifenoli. Reakcja prowadzona jest w roztworze zasadowym, co niweluje 
wpływ pH próbki. Poniżej przedstawiono krzywe kalibracji dla wybranych związków, 
niebędących polifenolami (Rys. 46) oraz współczynniki GAE wyznaczone z parametrów 
kalibracji (Tabela 29).  
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Rys. 46. Krzywe kalibracji w metodzie FC dla wybranych związków, niebędących polifenolami. 
 
Tabela 29. Współczynniki GAE otrzymane w metodzie FC dla związków, niebędących polifenolami. 
 GAE 
FeCl3 - 
FeCl2 0,144 
CuCl2 0,002 
Kwas askorbinowy 0,504 
Tryptofan 0,720 
Glutation 0,173 
 
Zarówno jony Fe(II), jak i kwas askorbinowy, glutation czy tryptofan wykazały 
zdolność do redukcji odczynnika Folina-Ciocalteu. Obecność tych związków w próbkach 
naturalnych, a także innych aminokwasów (np. cysteiny) czy witamin (np. tokoferoli), które 
mogą redukować odczynnik FC, uniemożliwia więc wykorzystanie tej metody do oznaczania 
całkowitej zawartości polifenoli. Metoda ta może posłużyć natomiast do wyznaczenia 
całkowitej zdolności redukującej próbki.  
W literaturze brak wyników dotyczących wpływu jonów metali obecnych w próbce  
na wynik w metodzie Folina-Ciocalteu. W związku tym sprawdzano jak wpłynie  
dodatek wybranych jonów metali na wynik uzyskany tą metodą. Do ekstraktów herbat 
dodawano jony metali. Na rysunku 47 zaprezentowano wyniki wyrażone w mg kwasu 
galusowego na masę herbaty (mg GA/g). 
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Rys. 47. Wpływ dodatku niektórych jonów metali do ekstraktów herbat  
na wynik w metodzie Folina-Ciocalteu. 
  
W przypadku czarnej herbaty Yellow label obserwowany jest nieznaczny wzrost wyniku po 
dodaniu jonów Fe(III) oraz jonów Zn(II) w niewielkim stężeniu (0,01 i 0,03 mg/L). Jony Cu(II) 
oraz Mn(II) nie wykazały wpływu na wynik w przypadku herbaty czarnej. Obecność jonów 
Al(III), dodanych w stężeniu 0,1 mg/L, powodowało lekki spadek mierzonej absorbancji,  
natomiast dodane w stężeniu 1 mg/L lekko ją podwyższały. Dodatek jonów Fe(III) i Mn(II) 
wyraźnie obniżał wynik dla herbaty zielonej.  
Następnie sprawdzono jak wpłynie na wyniki otrzymane metodą FC zastosowanie kolumny 
z kationitom do usunięcia jonów metali. Zastosowano taką procedurę jak w przypadku 
metody z rodnikiem DPPH•. Wyniki przed i po kolumnie dla wybranych herbat 
zaprezentowano na rysunku 48. 
 
 
  
 
 
 
 
Rys. 48. Zdolności redukujące próbek, mierzone metodą FC przed i po zastosowaniu  
kolumny z kationitem. 
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Usunięcie jonów metali wpłynęło na wynik w nieznacznym stopniu. W Tabeli 26 (str. 97) 
przedstawiono wyniki oznaczenia jonów metali przed i po kolumnie z kationitem. Jony 
cynku były w znacznym stopniu zatrzymywane na kolumnie. Ich dodatek do herbat 
powodował wzrost zdolności antyutleniających. Dlatego też nieznaczny spadek absorbancji 
obserwowany dla herbaty Green Indonesia oraz Delight citrus może być tym faktem 
spowodowany. Zwłaszcza, że jony Zn(II) były zatrzymywane efektywniej w przypadku tych 
dwóch herbat niż w przypadku herbaty czarnej. Wyznaczone zdolności redukujące próbek 
wszystkich badanych herbat firmy Lipton metodą FC przedstawione zostały w Tabeli 30. 
 
Tabela 30. Całkowita zdolność redukująca próbki wyznaczona metodą Folina-Ciocalteu. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nazwa herbaty 
Zawartość związków 
polifenolowych 
mg GA/L             mg GA/g 
Herbaty czarne        średnia + SD (n=3) 
Lipton Yellow Label 835,6 ± 16,7 419,6 ± 8,4 
Herbaty czarne aromatyzowane 
Pu-erh ananas 506,9 ± 9,7 345,4 ± 6,6 
Lemon 537,4 ± 9,5 316,0 ± 6,9 
Bangalore Palace 472,6 ± 9,2 257,6 ± 5,0 
Peach, mango 724,7 ± 12,4 414,0 ± 7,1 
Earl Grey 701,0 ± 13,0 381,7 ± 7,1 
Gold tea 586,4 ± 9,8 329,9 ± 5,5 
Indian Chai 345,5 ± 6,3 232,4 ± 4,2 
Kashmir Valley 545,8 ± 8,7 307,2 ± 4,9 
Forest fruit 639,0 ± 9,5 390,2 ± 5,8 
Blue fruit 660,4 ± 10,0 361,6 ± 5,5 
Tropical fruit 503,8 ± 6,2 278,6 ± 3,4 
Vanilia caramel 498,0 ± 5,2 279,6 ± 2,9 
Citrus 344,5 ± 6,1 204,4 ± 3,6 
Herbaty zielone aromatyzowane 
Asian Temple 653,3 ± 9,2 378,6 ± 5,3 
White tea 721,7 ± 11,1 448,7 ± 6,9 
Clear green citrus 691,3 ± 9,9 568,7 ± 8,1 
Clear green mint 814,7 ± 15,3 586,9 ± 11,0 
Green Indonesia 884,6 ± 16,4 513,4 ± 9,5 
Mandarin, orange 843,6 ± 16,8 489,0 ± 9,7 
Herbaty owocowo-ziołowe 
Caribbean 217,4 ± 4,2 122,9 ± 2,4 
Char Ming 279,7 ± 5,4 138,3 ± 2,7 
Delight citrus 279,7 ± 5,3 140,8 ± 2,7 
Summer fruit 257,2 ± 5,9 135,5 ± 3,1 
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Zdolność redukująca próbek, wyrażona w postaci współczynników kwasu galusowego 
wyznaczona metodą FC wyniosła od 122,9 do 586,9 mg GA/g herbaty. Szeroki przedział 
uzyskanych wartości potwierdza, że próbki naparów różnią się między sobą ilością  
i rodzajem występujących związków polifenolowych. Największa zawartość polifenoli 
znajduje się w herbatach zielonych, co jest zgodne z wynikami otrzymanymi metodą  
z rodnikiem DPPH•. Najwyższą wartość zdolności otrzymano dla herbaty zielonej  
z dodatkiem mięty (Clear green mint) – 586,9 mg GA/g, a najniższą – dla herbaty owocowej 
(Caribbean) – 122,9 mg GA/g. W obrębie danej grupy herbat różnorodność wyników jest 
mniejsza, np. w grupie herbat owocowych wyniki osiągają wartości od 122,9 do  
135,5 mg GA/g. W grupie herbat czarnych największymi zdolnościami redukującymi 
charakteryzowała się herbata Yellow Label - 419,6 mg GA/g.  
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7.5 Metoda CUPRAC 
W związku z tym, że z niektórymi przeciwutleniaczami kompleks neokuproiny z jonami 
Cu(II) reaguje powoli, zmierzono wartość absorbancji roztworów modelowych 
antyutleniaczy w metodzie CUPRAC w temperaturze pokojowej oraz po inkubacji  
w temperaturze 50oC przez 20 minut. Sporządzono krzywe kalibracji, a na podstawie ich 
równań, wyznaczono stosunki molowych współczynników absorpcji. Dzieląc molowy 
współczynnik absorpcji danego antyutleniacza przez molowy współczynnik absorpcji 
troloksu, wyznaczono współczynniki TEAC (Tabela 31).  
 
Tabela 31. Współczynniki TEAC dla roztworów wzorcowych antyutleniaczy. 
 
 
 
 
 
 
średnia + SD (n=3) 
Proces inkubacji powoduje wzrost zdolności antyutleniających badanych związków. Dla 
niektórych związków wzrost ten jest znikomy (kwercetyna, katechina), dla innych – 
znaczący (naryngenina i jej glikozyd). Wyniki potwierdzają, że zdolność redukująca zależy 
od budowy związku oraz stopnia podstawienia grupami hydroksylowymi. Flawanony  
z jedną grupą hydroksylową (naryngenina) mają mniejszą zdolność antyutleniającą niż 
flawonoidy  
z dwiema grupami hydroksylowymi w pozycji 3’ i 4’ (kwercetyna). Glikozydy (rutyna, 
naryngina) natomiast wykazują mniejsze zdolności antyutleniające od odpowiednich 
aglikonów (kwercetyna, naryngenina). 
 
7.5.1. Addytywność zdolności redukujących 
Sprawdzono także jakie zdolności antyutleniajace mają mieszaniny antyutleniaczy  
w stosunku do roztworów pojedyńczych związków w metodzie CUPRAC. W tym celu 
rejestrowano absorbancję związków, a następnie ich mieszanin zachowując stałość stężeń. 
Związek TEAC bez inkubacji TEAC z inkubacją 
Kwercetyna 4,20 ± 0,2 4,74 ± 0,2  
Rutyna 3,59 ± 0,2 3,98 ± 0,2 
Naryngenina 0,28 ± 0,1 1,14 ± 0,06 
Naryngina 0,09 ± 0,03 0,25 ± 0,01 
Katechina 2,84 ± 0,1 2,92 ± 0,1 
Kwas galusowy 2,65 ± 0,1 2,73 ± 0,1 
Kwas askorbinowy 1,38 ± 0,05 2,01 ± 0,1 
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Zastosowano zarówno wariant bez inkubacji, jak i z grzaniem próbek. Na rysunku 49 oraz  
w Tabeli 32 przedstawione zostały krzywe kalibracji i ich parametry dla metanolowego 
roztworu kwercetyny oraz dla roztworu kwercetyny w obecności innych związków 
będących antyutleniaczami. Sprawdzono także mieszaniny kwercetyny i próbki naturalnej.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Rys. 49. Krzywe kalibracji kwercetyny w obecności innych antyutleniaczy i próbki wina. 
Tabela 32. Parametry kalibracji kwercetyny w nieobecności oraz w obecności  
innych antyutleniaczy i próbki wina białego. 
 Bez inkubacji (N) Z inkubacją (I) 
Równanie R2 Równanie R2 
Kwercetyna y=0,0094x+0,0466 0,9878 y=0,0127x+0,0537 0,9880 
Kwercetyna + kwas 
askorbinowy 100 µM 
y=0,0113x+0,2554 0,9926 y=0,0139x+0,3976 0,9974 
Kwercetyna + kwas 
chlorogenowy 100 µM 
y=0,0099x+0,6530 0,9878 y=0,0114x+0,8224 0,9965 
Kwercetyna + wino 4x 
rozcieńczone 
y=0,0091x+0,5180 0,9878 y=0,0112x+0,8387 0,9828 
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Współczynniki kierunkowe krzywych dla kwercetyny i dla kwercetyny w obecności kwasów 
askorbinowego i chlorogenowego o stałym stężeniu oraz w obecności wina białego mają 
wartości zbliżone do siebie. Świadczy to o addytywności metody CUPRAC oraz o braku 
interakcji pomiędzy składnikami mieszanin. Za pomocą metody CUPRAC uzyskuje się 
zsumowane wartości zdolności do redukcji dla mieszanin antyutleniaczy, a także dla próbek 
naturalnych, co znalazło potwierdzenie w literaturze [64].  
  
7.5.2. Wpływ obecności jonów metali 
 
Zbadano też wpływ obecności jonów metali (Fe3+, Al3+, Zn2+, Ni2+ oraz Mn2+) na zdolność 
redukującą modelowych antyutleniaczy. Uzyskane wartości współczynnika troloksu dla 
roztworów badanych antyutleniaczy w obecności jonów metali w stężeniu od 20 do 200 
mg/L przedstawiono na rysunku 50. 
Dodatek jonów metali o różnych stężeniach do badanych przeciwutleniaczy 
praktycznie nie zmienia ich właściwości redukujących mierzonych metodą CUPRAC.  
W przypadku naryngeniny, narynginy i kwasu askorbinowego zanotowano wzrost wartości 
po dodaniu jonów Mn(II) w stężeniu 200 mg/L. Najlepsze właściwości przeciwutleniające 
wśród badanych związków zarówno w czystej postaci jak i z dodatkiem jonów różnych 
metali posiada kwercetyna. Dla kwercetyny zaobserwowano także niewielki spadek sygnału 
po dodaniu badanych jonów metali. W pozostałych przypadkach różnice te są tak 
niewielkie, że mieszczą się w granicach błędu.  
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Rys. 50. Zdolności antyutleniające modelowych antyutleniaczy bez i z dodatkiem  
wybranych jonów metali w metodzie CUPRAC. 
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W ostatnim etapie pracy dotyczącym metody CUPRAC zbadano zdolności redukujące 
próbek herbat. Wyniki wyrażono w jednostkach stężenia troloksu. Pomiar przeprowadzono 
zarówno bez, jak i z inkubacją.  
 
Tabela 33. Molowe współczynniki troloksu wyznaczone dla naparów badanych herbat bez inkubacji 
TEACN i z inkubacją TEACI, wyrażone w jednostce stężenia troloksu na masę herbaty (mMTR/g). 
średnia + SD (n=3) 
 
Zdolności antyutleniające naparów herbat wynoszą od 2,8 do 18,7 mMTR/g dla metody bez 
inkubacji oraz od 5,0 do 27,1 mmol TR/g dla metody z inkubacją. Najwyższą zdolność 
antyutleniającą obserwuje się dla Green Indonesia, Asian Temple, Clear green citrus  
Nazwa herbaty AN TEACN AI TEACI 
Herbaty czarne 
Lipton yellow label 0,3 10,3 ±  0,2 0,4 12,7 ± 0,2 
Herbaty czarne aromatyzowane 
Pu-erh ananas 0,1198 5,9 ± 0,1 0,2094 10,1 ± 0,2 
Lemon 0,2499 10,8 ± 0,2 0,3231 13,8 ± 0,2 
Bangalore Palace 0,2132 8,5 ± 0,2 0,3353 13,1 ± 0,2 
Peach, mango 0,2107 8,8 ± 0,2 0,3445 14,2 ± 0,3 
Earl Grey 0,2304 9,2 ± 0,2 0,2991 11,7 ± 0,2 
Gold tea 0,2641 10,9 ± 0,2 0,2817 11,4 ± 0,2 
Indian Chai 0,1356 6,7 ± 0,1 0,2094 10,1 ± 0,2 
Kashmir Valley 0,2316 9,6 ± 0,2 0,2697 10,9 ± 0,2 
Forest fruit 0,2420 10,8 ± 0,2 0,2984 13,1 ± 0,3 
Blue fruit 0,2286 9,2 ± 0,2 0,3416 10,4 ± 0,2 
Tropical fruit 0,1852 7,5 ± 0,1 0,3292 13,1 ± 0,2 
Vanilia caramel 0,2374 9,8 ± 0,2 0,3381 13,6 ± 0,3 
Citrus 0,1408 6,1 ± 0,1 0,2325 9,9 ± 0,2 
Herbaty zielone aromatyzowane 
Asian Temple 0,3449 14,7 ± 0,3 0,3692 15,4 ± 0,3 
White tea 0,2858 13,0 ± 0,2 0,3774 16,9 ± 0,3 
Clear green citrus 0,2331 14,1 ± 0,2 0,2869 17,0 ± 0,3 
Clear green mint 0,230 12,1 ± 0,2 0,3281 25,9 ± 0,3 
Green Indonesia 0,4391 18,7 ± 0,3 0,6475 27,1 ± 0,4 
Mandarin, orange 0,2818 12,0 ± 0,2 0,3956 15,8 ± 0,2 
Herbaty owocowo-ziołowe 
Caribbean 0,1660 4,3 ± 0,1 0,1939 5,0 ± 0,1 
Char Ming  0,1328 2,8 ± 0,1 0,2704 6,0 ± 0,1 
Delight citrus 0,2040 4,6 ± 0,1 0,3093 6,9 ± 0,1 
Summer fruit 0,1671 4,0 ± 0,1 0,3314 7,9 ± 0,1 
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i White Tea, najniższą zaś dla Char Ming i Caribbean. Również w metodzie CUPRAC grupa 
herbat zielonych wykazuje największą zdolność redukującą, a grupa herbat owocowo-
ziołonych – najmniejszą. Dotyczy to zarówno analiz z inkubacją jak i bez. Dla próbek 
żywności, o skomplikowanej matrycy warto prowadzić pomiar, inkubując układ, nie tylko ze 
względu na wzrost czułości metody, ale także, ze względu na to, że niektóre antyutleniacze 
nie reagują z oddzynnikiem w metodzie CUPRAC w temperaturze pokojowej. Stąd też 
herbaty Mandarin,orange oraz Clear green mint mają bardzo zbliżone wartości TEAC bez 
inkubacji (12,0 oraz 12,1 odpowiednio), natomiast po podgrzaniu układu wartości dla obu 
herbat znacznie się różnią (15,8 oraz 25,9 odpowiednio). 
 
7.6. Metody elektrochemiczne 
 
7.6.1. Woltamperometria cykliczna 
Za pomocą woltamperometrii cyklicznej wyznaczono parametry opisujące zdolności 
antyutleniajace: potencjał piku anodowego utleniania, natężenie prądu piku, ładunek na 
podstawie powierzchni pod pikiem anodowym. Po zoptymalizowaniu metody czyszczenia 
elektrody oraz rodzaju elektrolitu podstawowego zarejestrowano krzywe 
woltamperometryczne roztworów antyutleniaczy (Rys. 51) oraz wyznaczono dla nich  
ww. parametry przy określonym stężeniu (Tabela 34).  
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Rys. 51. Woltamperogramy cykliczne wybranych antyutleniaczy. 
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Tabela 34. Wartości potencjału piku i prądu piku oraz pola powierzchni pod pikiem utlenienia  
dla roztworów wybranych antyutleniaczy o stężeniu 5 mmol/L. 
Nazwa związku Ep [V] I [µA] S [µC] 
kwercetyna 0,586 
0,886 
69,26 
49,86 
55,29 ± 3,02 
41,04 ± 2,77 
rutyna 0,701 48,99 39,42 ± 2,50 
naryngenina 1,096 7,787 16,87 ± 0,82 
naryngina 1,151 7,972 13,77 ± 0,79 
kwas askorbinowy 0,750 40,69 58,08 ± 3,78 
kwas chlorogenowy 0,657 54,47 51,23 ± 5,49 
kwas waniliowy 0,981 74,67 69,17 ± 5,55 
kwas ferulowy 0,837 63,19 64,71 ± 4,34 
średnia ± SD (n=3) 
Im niższy potencjał piku, tym większe zdolności redukujące ma dany związek.  
W związku z tym, że przyjęto graniczną wartość 1,0 V potencjału półpiku Ep/2, powyżej 
której związek wykazuje bardzo słabe właściwości antyutleniające, można stwierdzić, że 
naryngina i naryngenina należą do tej grupy związków. Do związków o silnych 
właściwościach redukujących można zaliczyć kwercetynę, kwas chlorogenowy i nieco 
słabszą rutynę. Gdy do wyznaczenia właściwości antyoksydacyjnych użyje się wartości 
natężenia prądu piku lub pola powierzchni pod pikiem, przyjmując, że im wyższe pole 
powierzchni pod pikiem tym większe właściwości redukujące, wówczas wysokim 
potencjałem antyutleniającym charakteryzuje się kwercetyna oraz kwasy polifenolowe. 
Metodą woltamperometrii cyklicznej zbadano także napary herbat. Przykładowe 
woltamperogramy dla herbat owocowych, czarnych i zielonych przedstawiono na  
rysunku 52, zaś wartości parametrów określających zdolności redukujące dla wszystkich 
analizowanych naparów umieszczono w Tabeli 35. 
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Rys.  52. Woltamperogramy cykliczne wybranych ekstraktów herbat. 
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Tabela 35. Wartości potencjału piku, prądu piku oraz pola powierzchni pod pikiem  
anodowego utlenienia dla naparów herbacianych. 
Nazwa herbaty Ep [V] I [µA] S [µC] 
Herbaty czarne 
Yellow label 0,618 5,41 24,94 ± 2,54 
Herbaty czarne aromatyzowane 
Pu-erh ananas 0,320 1,67 7,592 ± 1,01 
Lemon 0,610 7,17 36,20 ± 4,11 
Bangalore Palace 0,601 8,07 44,06 ± 4,34 
Peach, mango 0,591 8,49 44,95 ± 4,79 
Earl Grey 0,582 7,74 42,32 ± 4,37 
Gold tea 0,619 5,39 27,46 ± 3,13 
Indian Chai 0,656 3,32 15,32 ± 1,77 
Kashmir Valley 0,609 5,59 33,22 ± 3,30 
Forest fruit 0,619 5,96 33,91 ± 3,82 
Blue fruit 0,609 6,53 37,49 ± 4,05 
Tropical fruit 0,618 7,61 39,04 ± 4,02 
Vanilia caramel 0,609 8,32 44,00 ± 4,29 
Citrus 0,562 5,68 13,57 ± 1,65 
Herbaty zielone aromatyzowane 
Asian Temple 0,544 15,32 85,69 ± 8,33 
White tea 0,545 13,07 73,13 ± 8,12 
Clear green citrus 0,386 10,46 61,60 ± 6,48 
Clear green mint 0,377 7,75 44,81 ± 4,55 
Green Indonesia 0,545 22,01 116,9 ± 10,3 
Mandarin, orange 0,544 12,44 71,43 ± 7,11 
Herbaty owocowo-ziołowe 
Caribbean 0,721 2,15 4,13 ± 0,34 
Char Ming  0,414 2,02 6,54 ± 5,72 
Delight citrus 0,656 1,79 5,74 ± 0,54 
Summer fruit 0,376 1,89 9,45 ± 1,04 
średnia ± SD (n=3) 
Obserwując woltamperogramy cykliczne herbat zauważyć można, że wyznaczenie 
wartości potencjału piku jest problematyczne. Sygnał na woltamperogramie jest 
wypadkową potencjałów utlenienia dla wielu polifenoli, stąd brak wyraźnego piku 
anodowego dla próbek naturalnych. Dlatego też najczęściej stosowanym parametrem  
w przypadku próbek naturalnych jest pole powierzchni pod pikiem utlenienia. Jednak 
wyznaczenie pola powierzchni dla próbek żywności obarczone jest stosunkowo wysokim 
względnym odchyleniem standardowym. Największe wartości pola powierzchni pod pikiem 
uzyskano dla herbat zielonych (44,81 - 116,9 µC), w drugiej kolejności - czarnych  
(7,6 – 44,95 µC), najmniejsze zaś dla herbat owocowych (4,13 – 9,45 µC). Warto również 
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wspomnieć, że położenie sygnału piku anodowego zależy od rodzaju stosowanego 
elektrolitu podstawowego czy stopnia czystości powierzchni elektrody pracującej. Bardzo 
ważnym aspektem jest konieczność prowadzenia pomiaru w nieobecności tlenu.  
7.6.2. Potencjometria 
Zbadano także potencjały redoks naparów herbat. W Tabeli 36 przedstawiono wyniki 
potencjału redoks wyznaczone względem normalnej elektrody wodorowej (NEW). 
Tabela 36. Potencjały redoks naparów herbat wyznaczone względem NEW. 
Nazwa herbaty Ep wzg. NEW [V] 
Herbaty czarne 
Lipton yellow label 0,290 ± 0,012 
Herbaty czarne aromatyzowane 
Lemon 0,315 ± 0,013 
Bangalore Palace 0,260 ± 0,011 
Peach, mango 0,252 ± 0,011 
Earl Grey 0,256 ± 0,010 
Gold tea 0,263 ± 0,011 
Indian Chai 0,311 ± 0,014 
Kashmir Valley 0,260 ± 0,010 
Forest fruit 0,274 ± 0,012 
Blue fruit 0,262 ± 0,011 
Tropical fruit 0,270 ± 0,012 
Vanilia caramel 0,227 ± 0,010 
Citrus 0,258 ± 0,011 
Herbaty zielone aromatyzowane 
Asian Temple 0,191 ± 0,010 
White tea 0,215 ± 0,010 
Clear green citrus 0,199 ± 0,009 
Clear green mint 0,195 ± 0,010 
Green Indonesia 0,201 ± 0,011 
Mandarin, orange 0,180 ± 0,009 
Herbaty owocowo-ziołowe 
Caribbean 0,290 ± 0,011 
Char Ming  0,395 ± 0,013 
Delight citrus 0,389 ± 0,015 
Summer fruit 0,366 ± 0,014 
średnia + SD (n=3) 
Potencjał otrzymany dla herbat zielonych jest niższy niż dla herbat czarnych czy 
owocowych, co potwierdzają wyniki uzyskane metodą woltamperometrii cyklicznej. 
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Jednakże dla herbaty Caribbean uzyskano taki sam wynik jak dla herbaty Yellow Label. 
Zbliżony potencjał antyutleniający obu herbat nie został potwierdzony poprzednimi 
badaniami.  
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7.7   Korelacje pomiędzy wynikami uzyskanymi różnymi metodami 
 
Wszystkie metody zaprezentowane w rozdziałach 7.3-7.6 niniejszej pracy służą do 
oznaczania zdolności antyutleniających związków modelowych oraz próbek naturalnych. 
Metody te oparte są na różnych mechanizmach reakcji i przebiegają w różnych 
środowiskach. Stosowane są w nich różne metody detekcji. Ciekawe jest więc, jak wyniki 
uzyskane różnymi metodami służącymi do opisu tej samej własności, korelują ze sobą.  
Metoda Folina – Ciocalteu i metoda CUPRAC oparte są na takim samym mechanizmie 
reakcji i metodzie detekcji. Różnią się odczynnikiem, który jest redukowany przez 
antyutleniacz oraz pH środowiska reakcji. Na rysunku 53 przedstawiono zależność wyników 
uzyskanych metodą FC i CUPRAC dla badanych w pracy ekstraktów z herbat, wyrażonych  
w takich samych jednostkach (mM TR/g herbaty). 
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Rys. 53. Wykres zależności wyników dla ekstraktów herbat badanych w pracy,  
uzyskanych metodą FC i CUPRAC. 
 
Sprawdzono też jak pozostałe metody korelują ze sobą. Wyznaczone współczynniki 
determinacji umieszczono w Tabeli 37. W celu wyznaczenia wartości tych współczynników 
sporządzono wykresy korelacji z wyników dla wszystkich badanych ekstraktów herbat 
przeliczone na jednostkę stężenia troloksu na masę herbaty [mM TR/g].   
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Tabela 37. Wartości współczynników determinacji, wyznaczonych z zależności pomiędzy wynikami, 
uzyskanymi różnymi metodami w mMTR/g herbaty. 
 
 
Współczynnik determinacji jest jedną z podstawowych miar jakości dopasowania 
modelu. Zgodnie z jego wartością, można zaklasyfikować dopasowanie wyników do 
zależności liniowej jako dopasowanie niezadowalające (R2=<0;0,5>), dopasowanie słabe 
(R2=<0,5;0,6>), dopasowanie zadowalające (R2=<0,6;0,8>), dopasowanie dobre 
(R2=<0,8;0,9>) oraz dopasowanie bardzo dobre (R2=<0,9;1>). Najsłabszą korelację wykazują 
wyniki uzyskane metodą z rodnikiem DPPH• oraz metodą CUPRAC. Pozostałe zależności 
wykazują charakter dopasowania zadowalającego, przy czym zależność woltamperometrii 
cyklicznej i metody Folina-Ciocalteu cechuje najniższy współczynnik determinacji. 
Rozpatrując podobieństwa i różnice pomiędzy uzyskanymi metodami zastosowano 
też analizę skupień, która służy do podziału danego zbioru na podzbiory według określonej 
miary podobieństwa utożsamianej z odległością pomiędzy obiektami. W tym celu 
zastosowano jedną z aglomeracyjnych metod grupowania - metodę Warda. Metodę tę 
wyróżnia analiza wariancji, która zmierza do minimalizacji sumy kwadratów odchyleń 
dowolnych dwóch skupień, mogących zostać uformowanych. Za pomocą tej metody 
sporządzono dendrogram, biorąc pod uwagę wyniki uzyskane pięcioma różnymi metodami, 
dla wszystkich badanych ekstraktów herbat (Rys. 54).  
 DPPH CUPRAC FC CV 
DPPH - 0,5763 0,7063 0,6259 
CUPRAC 0,5763 - 0,7203 0,7061 
FC 0,7063 0,7203 - 0,6336 
CV 0,6259 0,7061 0,6336 - 
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Rys. 54. Dendrogram utworzony z wyników dla wszystkich badanych ekstraktów herbat marki 
Lipton, uzyskanych pięcioma różnymi metodami. 
 
Na dendrogramie utworzone zostały dwie grupy. Wyniki uzyskane metodą  
z rodnikiem DPPH•, metodami FC i CUPRAC oraz metodą woltamperometrii cyklicznej 
utworzyły jedną grupę podobieństw, pomimo braku liniowej zależności pomiędzy nimi. 
Osobną grupę utworzyły jedynie wyniki uzyskane przy pomocy potencjometrii.  
Wyniki uzyskane opisywanymi w pracy metodami różnią się między sobą. Wyraźnie 
obrazuje to rysunek 55, przedstawiający zdolności antyutleniające, wyrażone  
w jednostkach stężenia troloksu na masę herbaty, dla czterech wybranych naparów herbat, 
uzyskane czterema różnymi metodami. W każdej metodzie pomiarowej uzyskano inny 
szereg wyników. Metoda CUPRAC i metoda FC oparte są na właściwościach redukujących 
badanych ekstraktów, różnią się jednak potencjałem formalnym redukowanego układu,  
a także warunkami reakcji. W literaturze otrzymano bardzo wysokie współczynniki korelacji 
pomiędzy tymi metodami dla próbek ekstraktów herbat (R = 0,966) [237]. Ci sami autorzy 
w kolejnej publikacji piszą jednak o dobrej liniowej korelacji pomiędzy wynikami 
uzyskanymi dla wielu badanych związków polifenolowych w metodach CUPRAC i ABTS  
(R = 0,8) i słabej korelacji pomiędzy wynikami otrzymanymi metodami CUPRAC i FC [62]. 
Uzyskano też słabą korelację pomiędzy wynikami otrzymanymi woltamperometrią cykliczną 
i metodą CUPRAC dla produktów grycznych [136].   
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Rys. 55. Zdolności antyutleniające mierzone czterema różnymi metodami, wyrażone  
w tej samej jednostce, uzyskane dla czterech wybranych ekstraktów herbat. 
 
Oczywistym powodem różnic w wynikach pomiędzy stosowanymi metodami jest 
środowisko reakcji wpływające na formę związków aktywnych. Jednak jak wykazano  
w pracy wyniki otrzymane różnymi metodami różnią się między sobą nie tylko z powodu 
różnych warunków reakcji, ale też dlatego, że w niektórych metodach wykazano znączący 
wpływ składników matrycy, np. jonów metali, na otrzymane wyniki. Poza tym w próbce,  
o złożonym składzie mogą wystąpić zarówno efekty synergistyczne, jak i antagonistyczne, 
uwidaczniane różnie dla różnych metod.   
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8. Metoda oparta na tworzeniu kompleksów z jonami Al(III) 
 
Jak wspomniano w rozdziale 5. części literaturowej niniejszej pracy, w literaturze 
zaproponowano metodę oznaczania całkowitej zawartości flawonoidów. Metoda ta oparta 
jest na tworzeniu połączeń kompleksowych z jonami glinu. Jak wynika z Tabeli 8  
w metodzie tej stosowane są różne parametry wpływające znacząco na wynik. Nie ustalono 
jednych, standardowych warunków w jakich wykonywany powinien być pomiar oraz 
sposobu prezentowania wyników. Istniejące warianty metody można podzielić na te bez 
dodatku NaNO2 (procedura 1) oraz na te, które są przeprowadzane w obecności NaNO2  
w środowisku alkalicznym (procedura 2). W procedurze bez dodatku NaNO2 stosowane są 
różne środowiska reakcji. W związku z tym sprawdzono położenia sygnału i intensywność 
absorbancji dla modelowego roztworu kwercetyny z jonami Al(III) dodając kwas solny, 
octan sodu, octan amonu oraz wodę do środowiska reakcji. Zarejestrowane widma 
przedstawiono na rysunku 56. 
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Rys. 56. Widmo absorpcyjne kwercetyny (100 µmol/L) w obecności jonów Al(III) (2%)  
w różnym środowisku. 
 
Zarówno w środowisku octanów, jak i wody destylowanej kwercetyna w reakcji  
z jonami glinu wykazuje intensywne pasmo absorpcji przy 425-430 nm, co świadczy  
o tworzeniu kompleksu o stechiometrii metal:ligand 1:2 [234]. Uzyskane wyniki wskazują, 
że dodatek soli octanowych nie jest w tej metodzie konieczny. W literaturze wykazano, że 
dla innego flawonolu – kemferolu, w reakcji z jonami glinu otrzymuje się takie samo 
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maksimum absorpcji (424 nm) zarówno z dodatkiem octanu potasu, jak i bez [235].  
W środowisku kwaśnym pasmo pochodzące od samego ligandu (369 nm) nie zanikło  
i w tych warunkach utworzona została tylko nieznaczna ilość kompleksu o stechiometrii 1:1 
(425 nm). 
Sprawdzono też czy czas reakcji wpływa na uzyskany wynik i okazało się, że  
wg procedury 1 uzyskano stabilny wynik już po 10 minutach od zmieszania reagentów  
(Rys. 57).  
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Rys. 57. Widmo absorpcyjne kwercetyny (200 µmol/L) w obecności jonów Al(III) (2%) w wodzie 
zarejestrowane po różnym czasie od rozpoczęcia reakcji. 
 
Optymalizowano też stężenie oraz rodzaj użytej do reakcji soli Al(III). Dla roztworu soli 
glinu o stężeniu 2%, 4% oraz 10% (m/v) zaobserwowano podobne położenie maksimum 
absorpcji i otrzymano podobne wartości absorbancji. Na wynik nie wpływa również rodzaj 
soli glinu (chlorek czy azotan(V)) oraz rodzaj użytego rozpuszczalnika do przygotowania jej 
roztworu (woda, etanol). Dotyczy to zarówno procedury 1 jaki i 2. W wariancie 2 
optymalizowano czas reakcji katechiny z jonami Al(III) w obecności NaNO2 z dodatkiem 
NaOH i również po 10 minutach otrzymano stabilny sygnał.  
Po przeprowadzeniu eksperymentów służących optymalizacji ustalono warunki obu 
procedur: procedura 1: do 1 mL próbki dodawano 0,3 mL wody destylowanej oraz 0,5 mL 
2% AlCl3 w wodzie i 0,5 mL wody destylowanej oraz procedura 2: do 1 mL próbki  
dodawano 0,3 mL 5% NaNO2, po 5 minutach 0,5 mL 2% AlCl3 w wodzie, a po kolejnych  
6 minutach 0,5 mL NaOH (1 mol/L).  
Stosując obie procedury pomiarowe zarejestrowano widma flawonoidów z różnych 
grup o stężeniu 100 µmol/L, w zakresie 300 - 600 nm (Rys. 58).    
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Rys. 58. Widma spektrofotometryczne wybranych przedstawicieli związków polifenolowych 
zarejestrowane zgodnie z procedurą 1 (A) oraz procedurą 2 (B). 
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Flawonole wykazują maksimum absorpcji przy 415-425 nm w procedurze 1, przy 
czym metoda wykazała najmniejszą czułość dla kemferolu. W przypadku flawonów 
obserwujemy różnicę między luteoliną, która zawiera dwie grupy hydroksylowe  
w położeniu orto w pierścieniu B, a apigeniną i chryzyną, które takiego katecholowego 
ugrupowania w cząsteczce nie zawierają. Dla luteoliny obserwowane jest intensywne 
pasmo absorpcji przy 405-420 nm, natomiast dla dwóch pozostałych badanych flawonów 
przy 377 nm. Dla flawononów uzyskano maksimum absorpcji przy 375-379 nm, a biorąc 
pod uwagę, że pomiar wykonywany jest najczęściej przy 415-420 nm, obecność tych 
związków nie ma wpływu na wynik końcowy dla próbek naturalnych przy zastosowaniu 
procedury 1. Podobna sytuacja dotyczy katechin. Rozpatrując zastosowanie procedury 2 
zauważyć można, że jeśli pomiar wykonywany jest przy 510 nm, to metoda jest selektywna 
tylko w przypadku rutyny, luteoliny i katechin. Związki te posiadają ugrupowanie 
katecholowe w pierścieniu B, nie mają natomiast grupy hydroksylowej przy atomie węgla 5 
oraz grupy ketonowej w położeniu 4 (ugrupowania 5-hydroksy-4-keto) w pierścieniu C. 
Maksimum absorpcji dla katechin przypada jednak w wariancie 2 metody przy 457-465 nm. 
Wynika z tego, że procedura 2 jest znacznie mniej selektywna przy oznaczaniu całkowitej 
zawartości flawonoidów niż procedura 1. Ponadto inne związki zawierające ugrupowanie 
katecholowe mogą być oznaczane przy zastosowaniu procedury 2. Dla przykładu 
przedstawiono widma UV-Vis dla kwasu chlorogenowego w obu wariantach metody  
(Rys. 59).  
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Rys. 59. Widma UV-Vis dla kompleksów kwasu chlorogenowego (100 µmol/L) z jonami glinu, 
zarejestrowane wg procedury 1 i 2. 
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W Tabeli 38 przedstawiono wartości absorbancji wyznaczone dla wybranych 
flawonoidów w metodzie z jonami Al(III). Stosując procedurę 1, do wyznaczenia wartości 
sygnału  wybrano λ = 435 nm, natomiast stosując procedurę 2 wybrano dwie długości fali – 
470 nm oraz 510 nm. Dla niektórych związków maksimum absorpcji w metodzie 
stosowanej wg procedury 2 przesuwa się w kierunku krótszych długości fal, więc pomiar 
przy 510 nm skutkuje spadkiem czułości metody.  
 
Tabela 38. Wartości absorbancji dla wybranych związków polifenolowych oznaczanych metodą  
z jonami Al(III) wg procedury 1 i 2. Stężenie polifenoli wynosiło 100 µmol/L. 
Związek 
polifenolowy 
Procedura 1 (H2O) 
435 nm  
Procedura 2 (NaNO2/NaOH) 
       470 nm                510 nm   
Flawonole 
Kwercetyna 0,3585  0,0858        0,0487 
Rutyna 0,4384 0,1992 0,1958 
Kwercytryna 0,0410 0,0768 0,0718 
Moryna 0,4582 0,0673 0,0364 
Mirycetyna 0,2428 0,0638 0,0485 
Kemferol 0,2197 0,0103 0,0044 
Flawanony 
Naryngenina 0,0122 
(λmax 374 nm A = 0,1095) 
0,1061 0,0411 
Naryngina 0,0294 
(λmax 377 nm A =0,0875) 
0,01198 0,0114 
Hesperetyna 0,0322  
(λmax 376 nm A = 0,1121) 
0,0523 0,0351 
Hesperedyna 0,02083 
(λmax 379 nm A = 0,1694) 
0,0535 0,0229 
Flawony 
Chryzyna 0,0501 
(λmax 376 nm A = 0,2979) 
0,0275 0,0078 
Apigenina 0,2145 
(λmax 403 nm A = 0,6425) 
0,0603 0,0264 
Luteolina 0,5958 
(λmax 414 nm A = 0,6796) 
0,1694 0,1668 
Glikozyd luteoliny 0,4473 0,0899 0,0915 
Flawan-3-ole 
Katechina 0,0185 0,2111 0,1915 
Epikatechina 0,0090 0,2455 0,2002 
ECGG - 0,0081 0,4817 0,1165 
Kwas chlorogenowy 0,0726 
(λmax 350 nm (0,3500) 
0,2125 0,2397 
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W związku z tym, że każda z badanych procedur służyła do oznaczenia innych 
związków polifenolowych, zdecydowano się zastosować obie procedury pomiarowe do 
analizy próbek naturalnych. Na rysunku 60 zaprezentowano przykładowe widma UV-Vis. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Rys. 60. Widma UV-Vis przykładowych próbek naturalnych zarejestrowane  
wg procedury 1 (niebieski) i 2 (czerwony) za pomocą metody z jonami glinu. 
 
Na podstawie wyników dla różnych flawonoidów zaproponowano, by w procedurze 1 
związkiem wzorcowym wg którego wyraża się wyniki była kwercetyna, a w procedurze 2 – 
katechina. Sporządzono krzywe kalibracji tych związków w odpowiednich wariantach 
metody. Krzywa kalibracji wg procedury 1 dla kwercetyny wykazała charakter liniowy  
(R2 = 0,9779) w zakresie 50-160 µmol/L, zaś krzywa wg procedury 2 dla katechiny wykazała 
charakter liniowy (R2 = 0,9872) w zakresie 100-500 µmol/L. Z uzyskanych dla próbek 
naturalnych widm odczytano wartości absorbancji i przeliczono je na stężenie związku 
wzorcowego. Wyniki przedstawiono w Tabeli 39.  
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Tabela 39. Wyniki dla próbek naturalnych uzyskane wg procedury 1 oraz 2 dla metody z Al(III). 
Próbka 
Procedura 1 
[µmol/L kwercetyny] 
Procedura 2 
[µmol/L katechiny] 
Herbata Yellow Label 28,7 ± 1,4 376 ± 18,5 
Herbata Green Indonesia  25,8 ± 1,2 684 ± 34,1 
Herbata owocowa Delight citrus 0,40 ± 0,002 131 ± 6,5 
Wino czerwone 7,4 ± 0,4 613 ± 30,6 
Sok jabłkowy 1,8 ± 0,1 63,0 ± 3,1 
Sok pomarańczowy 1,5 ± 0,08 1,5 ± 0,1 
Dziurawiec 89,2 ± 4,5 559 ± 27,9 
Rumianek 5,0 ± 0,3 19,5 ± 1,0 
średnia ± SD (n=3) 
Jak można się spodziewać, wyniki otrzymane za pomocą metody z jonami Al(III)  
wg procedury 1 różnią się od tych otrzymanych wg procedury 2. Stosując procedurę 1 
najwyższy wynik otrzymano dla dziurawca, a przy zastosowaniu procedury 2 – dla ekstraktu 
z herbaty zielonej. Wyniki te są zgodne z wynikami oznaczenia poszczególnych polifenoli 
(Tabela 18 i 19). Spośród badanych herbat najwyższą zawartość flawonoidów  
wg procedury 1 zawiera herbata czarna. Dla tej herbaty oznaczono też największą 
zawartość kwercetyny (ok. 2,5 razy większą od Green Indonesia). Natomiast ekstrakt  
z herbaty zielonej zawiera największe ilości katechin, stąd sygnał mierzony wg procedury 2 
jest dla herbaty Green Indonesia największy.  
Warto rozważyć też wybór długości fali, przy której mierzy się absorbancję roztworu. 
W literaturze podawana jest tylko wartość absorbancji mierzona przy konkretnej długości 
fali. Brak natomiast zarejestrowanych widm UV-Vis. Należy jednak zauważyć, że maksimum 
absorpcji dla różnych próbek ulega przesunięciu, ze względu na to, że sygnał jest 
wypadkową sygnału pochodzącego od kompleksów utworzonych przez różne związki, 
będące składnikami próbki. Dla herbat zielonej i owocowej maksimum przesunięte jest  
w kierunku niższych długości fal (390-400 nm). Ekstrakt z herbaty owocowej zawiera duże 
ilości flawanonów, ale gdy pomiar wykonuje się przy 425 nm, ich wpływ na uzyskane wyniki 
jest znikomy. Herbata zielona, podobnie jak czerwone wino [236], zawiera znaczące ilości 
katechin, co ma odzwierciedlenie tylko w wynikach uzyskanych przy zastosowaniu 
procedury 2.  
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Zawartość flawonoidów w przebadanych próbkach naturalnych maje w szeregu: 
Dla procedury 1 (λ =  420 nm) : 
   herbata owocowa  < sok pomarańczowy ~ sok jabłkowy  < rumianek  < czerwone wino 
    < herbata zielona  < herbata czarna < dziurawiec  
Dla procedury 2 (λ = 510 nm): 
   sok pomarańczowy  < rumianek < sok jabłkowy < herbata owocowa <  herbata czarna 
   < dziurawiec < wino czerwone < herbata zielona 
Trudno więc nazwać metodę z jonami glinu metodą oznaczania całkowitej zawartości 
flawonoidów, tym bardziej, że stosowana jest ona w różnych warunkach, które wpływają 
znacząco na wynik końcowy. 
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Podsumowanie i wnioski  
Pomimo, że zainteresowanie zdolnościami antyutleniającymi w ostatnich latach znacząco 
wzrosło, to dopiero stosunkowo niedawno, zaledwie niecałe trzy lata temu, rozpoczęto 
dyskusję nad standaryzacją metod ich oznaczania. Pomiar zdolności antyutleniających 
stanowi duże wyzwanie dla współczesnej chemii żywności z punktu widzenia chemika 
analityka. W literaturze zaprezentowano szereg metod służących określaniu zdolności 
antyutleniających. Jednak ze względu na dużą swobodę w stosowaniu opublikowanych 
procedur, a także w prezentowaniu otrzymywanych wyników, porównanie rezultatów jest 
bardzo trudne.  
W niniejszej pracy rozważano wpływ parametrów analitycznych na oznaczanie 
zdolności antyutleniających wybranymi metodami, tj. z rodnikiem DPPH•, metodą CUPRAC 
oraz metodą Folina – Ciocalteu. Dodatkowo zmierzono zdolności antyutleniające metodami 
elektrochemicznymi. Sprawdzono też zasadność stosowania różnych procedur 
analitycznych w metodzie zwanej metodą oznaczania całkowitej zawartości flawonoidów, 
która wykorzystuje reakcje kompleksowania z jonami glinu. Oznaczono również zawartość 
wybranych jonów metali i zawartość wybranych związków polifenolowych w badanych 
próbkach. Metody pomiaru zdolności antyutleniających optymalizowano za pomocą 
modelowych związków polifenolowych oraz próbek popularnych napojów, będących 
bogatym źródłem polifenoli, tj. naparów z herbat oraz soków i win.  
Oczywistym jest, że etap przygotowania próbki ma kluczowe znaczenie dla uzyskania 
rzetelnego wyniku. W pracy wykazano, że nie tylko stężenie rozpuszczalnika organicznego 
użytego do ekstrakcji, ale nawet rodzaj użytej wody wpływa na zdolności antyutleniające 
naparów. Wpływ ten może być spowodowany różnym stopniem ekstrakcji jonów Zn, Mn, 
Co czy Pb. Sprawdzono także wpływ stężeń użytych reagentów, pH roztworu, czasu po 
którym należy wykonać pomiar oraz wpływu matrycy badanej próbki na wynik uzyskany 
metodą DPPH, metodą Folina-Ciocalteu oraz metodą CUPRAC.  
Ustalono, że optymalny czas reakcji z rodnikiem DPPH• wynosi 30 minut. Okazało się, 
że nie dla wszystkich badanych antyutleniaczy obserwowano addytywność zdolności do 
neutralizacji wolnych rodników. Poza tym w pracy udowodniono, że chętnie podawany  
w literaturze parametr EC50 nie jest wielkością charakterystyczną dla danego związku. Silnie 
zależy on bowiem od początkowego stężenia rodników. Również procent neutralizacji 
rodników DPPH• zmienia się znacząco przy zastosowaniu różnych początkowych stężeń 
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odczynnika. W związku z tym zaproponowano przedstawianie wyniku otrzymanego w tej 
metodzie, jako współczynnik troloksu (wyrażanego, jako jego stężenie na jednostkę masy 
próbki i wyznaczonego z zależności różnicy początkowej i końcowej wartości absorbancji 
roztworu DPPH•). Dla badanych antyutleniaczy istnieje przedział stężeń, w którym różnica 
początkowej i końcowej absorbancji nie zależy od początkowego stężenia rodnika. Zbadano 
także wpływ pH próbki na wynik w metodzie DPPH. Wraz ze wzrostem pH środowiska 
reakcji wzrasta procent efektywności przebiegu reakcji neutralizacji rodnika aż do 
osiągnięcia plateu. Im niższą wartość pH ma badana próbka, tym większy jest jej wpływ na 
wyniki otrzymane w reakcji z metanolowym roztworem DPPH•. Obecność jonów metali 
również wpływa na efektywność neutralizacji DPPH•. Zmiany w neutralizacji rodników przez 
modelowe związki polifenolowe zależą zarówno od rodzaju, jak i od stężenia jonów metali. 
Obecność niektórych jonów metali, np. Ni(II), nie powodowała jednak zmiany wyników. 
Próby usunięcia wspomnianych interferencji poprzez dodatek roztworu EDTA okazały się 
nieskuteczne, ze względu na zdolności do neutralizacji rodników przez sam komplekson. 
Można zastosować częściową eliminację wpływu obecności jonów metali, przepuszczając 
roztwory próbek przez złoże kationitu. Po zastosowaniu techniki SPE efektywność 
neutralizacji DPPH• ekstraktów herbat wzrosła, zwłaszcza dla herbaty czarnej i owocowej. 
Metoda ta powoduje jednak wydłużenie etapu przygotowania próbki. Porównując zatem 
wyniki uzyskane w metodzie DPPH dla ekstraktów różnych próbek należy pamiętać, że nie 
muszą one wynikać jedynie z różnej zawartości związków polifenolowych, ale także  
np. z obecności jonów metali. 
Optymalny czas reakcji w metodzie Folina-Ciocalteu ustalono na 50 minut. Jako, że 
reakcja zachodzi w środowisku o określonym pH, w przypadku tej metody skupiono się na 
ustaleniu substancji wzorcowej. Do wyrażania wyniku metodą FC zaproponowano kwas 
galusowy. Metoda ta określana jest w literaturze metodą oznaczania całkowitej zawartości 
polifenoli. Jednak określenie to, nie jest odpowiednie, gdyż jej zasada oparta jest na 
utlenianiu grup fenolowych związkami molibdenu(VI). Metoda FC może więc posłużyć do 
wyznaczenia całkowitej zdolności redukującej próbki. W pracy udowodniono bowiem, że 
zarówno jony Fe(II), jak i kwas askorbinowy, glutation czy tryptofan mają zdolność do 
redukcji odczynnika FC. Także obecność innych aminokwasów (np. cysteiny) czy witamin 
(np. tokoferoli) wpływa na końcowy wynik [70]. Obecność jonów metali wpływa znacznie 
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słabiej na wyniki uzyskane metodą FC, niż metodą DPPH. Co za tym idzie, również usunięcie 
jonów metali wpływa na wynik w metodzie FC w nieznacznym stopniu.  
W pracy wykazano, że badając zdolności antyutleniające próbek żywności metodą 
CUPRAC niezbędna jest inkubacja próbki po dodaniu odczynników w podwyższonej 
temperaturze. W metodzie tej wykazano wysoką addytywność wyników, co świadczy  
o braku interakcji pomiędzy składnikami badanych mieszanin w reakcji z odczynnikiem 
CUPRAC. Zdolności redukujące złożonych próbek, będących mieszaniną wielu 
antyutleniaczy są więc wypadkową sumą zdolności redukujących poszczególnych 
składników, mierzonych metodą CUPRAC. Metoda CUPRAC wykazała odporność na 
dodatek jonów metali.  
Zarejestrowano także woltamperogramy modelowych antyutleniaczy oraz ekstraktów 
badanych próbek herbat. W przypadku próbek naturalnych wyznaczenie wartości 
potencjału piku jest problematyczne. Sygnał na woltamperogramie jest wypadkową 
potencjałów utlenienia dla wielu polifenoli, stąd brak wyraźnego piku anodowego. 
Położenie sygnału piku anodowego zależy jednak od rodzaju stosowanego elektrolitu 
podstawowego czy stopnia czystości powierzchni elektrody pracującej. Wyznaczenie pola 
powierzchni takiego sygnału jest subiektywne, przez co obarczone dużym błędem. Metoda 
ta nie została uznana za potencjalnie miarodajną metodę pomiaru zdolności 
antyutleniających próbek żywności. Podobnie jest z metodą potencjometryczną. W pracy 
zbadano własności redukujące ekstraktów herbat metodami elektrochemicznymi  
i porównano je. Nie zauważono jednak zależności pomiędzy wynikami uzyskanymi obiema 
metodami elektrochemicznymi. 
Wyniki uzyskane wszystkimi badanymi metodami wykazały słabą korelację liniową 
między sobą. Analiza skupień wykazała, że wyniki uzyskane potencjometrycznie znacząco 
różnią się od wyników otrzymanych pozostałymi metodami. Najsłabszą korelację liniową 
uzyskano dla wyników otrzymanych metodą z rodnikiem DPPH• oraz metodą CUPRAC. 
Zależności pomiędzy pozostałymi metodami wykazują charakter dopasowania 
zadowalającego, przy czym zależność metody DPPH i Folina-Ciocalteu cechuje najwyższy 
współczynnik determinacji. Metoda CUPRAC i FC, mimo, że oparte na właściwościach 
redukujących badanych ekstraktów, różnią się potencjałem formalnym redukowanego 
układu, a także warunkami reakcji. Oczywistym powodem różnic w wynikach pomiędzy 
stosowanymi metodami jest środowisko reakcji wpływające na formę związków aktywnych. 
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Jednak, jak wykazano w pracy, wyniki otrzymane różnymi metodami różnią się między sobą 
również dlatego, że w niektórych metodach wykazano znączący wpływ składników matrycy 
(m. in. jonów metali). Poza tym w próbce o złożonym składzie mogą wystąpić zarówno 
efekty synergistyczne jak i antagonistyczne, uwidaczniane różnie dla różnych metod. 
Odchylenie standardowe dla trzech optymalizowanych w pracy metod było największe  
w metodzie DPPH. W dwóch pozostałych metodach opartych na podobnym mechanizmie 
reakcji RSD dla badanych ekstraktów przyjmowało wartości poniżej 6%.  
Rozpoczęte ustalenia zmierzające do standaryzacji metody oznaczania zdolności 
antyutleniających próbek żywności i napojów zwracają uwagę na fakt, że ze względu na 
różny mechanizm reakcji nie da się porównać wyników uzyskanych dwiema różnymi 
metodami [238]. Zaproponowano dwie metody pretendujące do miana metody 
standardowej – metodę z rodnikiem DPPH• oraz metodę ORAC, a jako substancję 
standardową do przedstawiania uzyskanych wyników uznano troloks. W dalszym ciągu 
trwa jednak dyskusja odnośnie ustalenia przeprowadzanej procedury analitycznej. 
W pracy podważono skuteczność metody z jonami Al(III) w oznaczeniu całkowitej 
zawartości flawonoidów. W literaturze stosuje się w tym celu głównie dwie procedury:  
(1) bez dodatku NaNO2, w której związkiem odniesienia jest najczęściej kwercetyna oraz  
(2) z dodatkiem NaNO2 w środowisku alkalicznymi, w której katechina służy, jako związek 
standardowy. W związku z różnorodnością stosowanych procedur sprawdzono wpływ 
rodzaju i stężenia soli glinu oraz rodzaju użytego rozpuszczalnika, dodatku roztworu NaNO2 
oraz środowiska reakcji. Jednak obie procedury mierzą sygnał pochodzący od innych grup 
związków polifenolowych. Przy zastosowaniu procedury 1 najwyższy wynik otrzymano dla 
dziurawca, a przy zastosowaniu procedury 2 – dla ekstraktu z herbaty zielonej. Wyniki te są 
zgodne z wynikami oznaczenia poszczególnych polifenoli. Spośród badanych herbat 
najwyższą zawartość flawonoidów wg procedury 1 zawiera herbata czarna. Dla tej herbaty 
oznaczono też największą zawartość kwercetyny (ok. 2,5 razy większą od Green Indonesia). 
Natomiast ekstrakt z herbaty zielonej zawiera największe ilości katechin, stąd sygnał 
mierzony wg procedury 2 jest dla herbaty Green Indonesia największy. Ponadto błędem jest 
pomiar absorbancji tylko przy jednej, określonej długości fali. Położenie maksimum 
absorpcji dla różnych próbek ulega przesunięciu, ze względu na to, że sygnał jest 
wypadkową sygnału pochodzącego od kompleksów utworzonych przez różne związki, 
będące składnikami próbki. 
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